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RÉSVMÉ 
L'épithélium intestinal est un tissu en continuel renouvellement. Son unité 
fonctionnelle, l'axe-crypte villosité, est composée de deux compartiments soit la crypte, 
où l'on retrouve des cellules prolifératives et en voie de différenciation, et la villosité, où 
1' on retrouve des cellules pleinement différenciées et fonctionnelles. Le contrôle de la 
prolifération et de la différenciation est un élément très important dans le maintien de 
l'homéostasie de l'épithélium intestinal. 
Un des mécanismes permettant le contrôle de la prolifération est le cycle 
cellulaire. La progression à travers les différentes phases du cycle se fait sous le contrôle 
de l'assemblage bien spécifique de différents complexes cyclines/cdks. L'activation des 
complexes cyclines/cdks de la phase G 1, soit les complexes cycline D/cdk4( 6) et cycline 
E/cdk2, vont permettre la phosphorylation des protéines de la famille Rb (pRb, pl 07 et 
p 130). Sous leur forme hypophosphorylées, ces protéines sont associées aux facteurs de 
transcription E2F. Lorsqu'elles sont phosphorylées, elles vont relâcher ces facteurs de 
transcription et ainsi permettre l'activation de leurs gènes cibles qui sont surtout des 
protéines nécessaires à l'entrée en phase S du cycle. Le contrôle de l'état de 
phosphorylation des protéines de la famille Rb est donc un élément très important dans le 
contrôle de la transition Gl/S du cycle cellulaire. Il existe des protéines, qu'on appelle 
inhibiteurs du cycle cellulaire, qui sont capables d'inhiber l'activité des complexes 
cyclines/cdks et ainsi contrôler l'état de phosphorylation des protéines de la famille Rb. 
Pour entamer leur processus de différenciation terminale, les cellules intestinales 
doivent cesser de proliférer, donc arrêter leur cycle cellulaire en phase G 1. Le premier 
manuscrit de cette thèse rapporte les mécanismes utilisées par les cellules intestinales pour 
cesser leur prolifération et entamer leur programme de différenciation entérocytaire. Cet 
article démontre l'importance des inhibiteurs de la famille Cip/Kip (p21, p27 et p57) dans 
l'arrêt du cycle cellulaire des cellules Caco-2/15. Par la technique des antisens, un rôle 
dans le processus de différenciation a aussi été démontré pour p27, un rôle autre que celui 
d'inhibiteur du cycle cellulaire. En effet, ces cellules exprimant l'antisens de p27 
montrent une diminution dans l'expression et l'activité de marqueurs de différenciation 
fonctionnels tels que la sucrase-isomaltase et la phosphatase alcaline, mais aussi 
structuraux tel que la villine. 
Le deuxième article de cette thèse s'intéresse à la régulation de l'expression des 
facteurs de transcription E2F et des protéines de la famille Rb dans les cellules intestinales 
HIEC. Cet article a permis de démontrer que le facteur de transcription E2F4 joue un rôle 
très important dans la prolifération de ces cellules. Ces études ont aussi permis de mettre 
en lumière un mécanisme de régulation de l'activité transcriptionnelle d'E2F4. Il semble, 
en effet, que l'état de phosphorylation d'E2F4 peut moduler sa localisation cellulaire et 
que cette phosphorylation varie selon la phase du cycle cellulaire. Des résultats 
démontrent que l'activité de la MAPK p38 joue un rôle dans le contrôle de la localisation 
cellulaire d'E2F4. 
Finalement, le troisième manuscrit relate le rôle des C/EBP dans l'inflammation et 
la prolifération des cellules intestinales. Trois isoformes (a, ~ et o) semblent impliquées 
dans la régulation de l'expression de l'haptoglobine. Cependant, la surexpression des 
isoformes C/EBPa et C/EBP~ LAP affecte négativement la prolifération des cellules 
intestinales IEC-6. En effet, la surexpression de l'isoforme LAP retarde l'entrée en phase 
S du cycle cellulaire en modulant l'expression de certaines protéines du cycle cellulaire 
comme les cyclines Dl, D2 et E ainsi que l'inhibiteur du cycle cellulaire p27. 
L'inhibition de prolifération amenée par C/EBPa et C/EBPj3 LAP pourrait être expliquée 
par une augmentation de l'association entre ses protéines et E2F4 et qui aurait pour 
conséquence une diminution de la transcription dépendante d'E2F. 
En résumé, ces travaux permettent une meilleure compréhension de la régulation 
de l'expression et de la localisation cellulaire des protéines du cycle cellulaire dans le 
contrôle de la prolifération et de la différenciation des cellules épithéliales intestinales. 
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INTRODUCTION 
LE SYTÈME DIGESTIF 
L'appareil digestif est chargé de l'assimilation physique et chimique des aliments. 
L'énergie dont le corps a besoin ainsi que les matières premières indispensables à la 
croissance et à la réparation des structures organiques nous sont entièrement fournies par 
ce que nous mangeons et buvons. Le système digestif comprend deux groupes d'organes: 
le tube digestif et les organes digestifs annexes. Le tube digestif est un conduit qui 
s'étend sans interruption de la bouche à l'anus. Les organes du tube digestif sont la 
bouche, l'œsophage, l'estomac, l'intestin grêle, le côlon, le rectum et l'anus. Sa longueur 
est d'environ 9 m. Les organes digestifs annexes comprennent les dents, la langue, les 
glandes salivaires, le pancréas, le foie, la vésicule biliaire et leurs canaux respectifs 
(Figure 1 ). Chacun de ces organes joue un rôle important dans la digestion des aliments. 
Le système digestif accomplit six grandes fonctions: 1- l'ingestion des aliments; 2- la 
sécrétion d'eau, d'acide, de tampons et d'enzymes nécessaires à la digestion; 3- le 
brassage et la propulsion des aliments; 4- la digestion; 5- l'absorption et 6- la défécation 
(Tortora et Grabowski, 2001). 
1.1 Les couches tissu/4ites cf u tube c/igestif 
La paroi du tube digestif possède une structure uniforme composée de quatre 










Lorsqu' ingérés, les aliments vont parcourir le trajet suivant le long du système 
digestif. De la bouche, ils vont passer à l'œsophage, l' estomac, l'intestin grêle, le 
côlon, l'anus et le rectum. La digestion et l'absorption s'effectuent majoritairement au 
niveau de l'intestin grêle. D'autres organes annexes vont aussi participer à ce 
processus comme le pancréas, le foie et la vésicule biliaire. (Tiré et modifié de 
www.iweightloss.com/digest_a_meal.htm) 
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la musculeuse et la séreuse (Figure 2). La muqueuse, qui est en contact avec la lumière du 
tube digestif, est formée de trois couches : un épithélium qui est en contact avec le 
contenu du tube digestif; une couche sous-jacente de tissu conjonctif lâche (chorion) et 
une couche mince de muscle lisse. L'épithélium de la bouche, de l'œsophage et du canal 
anal est principalement de type stratifié pavimenteux non kératinisé et joue un rôle 
protecteur. Un épithélium simple tapisse l'estomac, l'intestin grêle et le côlon. Le 
chorion est formé de tissu conjonctif lâche et contient plusieurs vaisseaux sanguins et 
lymphatiques qui sont les voies par lesquelles les nutriments absorbés vont atteindre les 
autres tissus du corps. Cette couche soutient l'épithélium et l'attache à la muscularis 
mucosae. La muscularis mucosae est une couche mince de fibres musculaires. Elle 
fronce la muqueuse de l'estomac et de l'intestin grêle formant ainsi un grand nombre de 
plis. Grâce à ses mouvements, toutes les cellules absorbantes sont exposées au contenu 
du tube digestif. La sous-muqueuse est une couche composée de tissu conjonctif lâche 
qui fixe la muqueuse à la musculeuse. Elle est richement vascularisée. Ensuite, la 
musculeuse est une couche de tissu musculaire. La musculeuse de la bouche, de 
l' œsophage et du sphincter externe de l'anus comprend du tissu musculaire squelettique. 
Ailleurs, la musculeuse comprend du tissu musculaire lisse. Les contractions 
involontaires du muscle lisse permettent la fragmentation des aliments. Finalement, la 
séreuse est la couche la plus externe des parties du tube digestif. Elle est composée de 
tissu conjonctif (Tortora et Grabowski, 2001). 
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1.2 lq c/igestion 
La digestion des aliments commence au niveau de la bouche. Deux types de 
digestions sont retrouvées : la digestion mécanique et digestion chimique. 
mastication des aliments avec la bouche représente la digestion mécanique. Les aliments 
sont ainsi transformés en une substance appelée bol alimentaire. La digestion chimique 
est effectuée par la salive. En effet, la dégradation de l'amidon commence dans la bouche 
grâce à une enzyme présente dans la salive, l'amylase salivaire. De la bouche, le bol 
alimentaire va ensuite passer du pharynx à l'œsophage. L'œsophage sécrète le mucus et 
transporte la nourriture à l'estomac où va se poursuivre le processus de digestion (Tortora 
et Grabowski, 2001 ). 
L'estomac est l'organe qui relie l'œsophage et l'intestin grêle. Une de ses 
principales fonctions est de former un réservoir où la nourriture peut être retenue et 
malaxée. Le mélange de la nourriture aux sécrétions des glandes gastriques réduisent cette 
dernière en bouillie appelée chyme. La digestion de l'amidon se poursuit dans l'estomac 
alors que celle des protéines et des triglycérides commence grâce à des enzymes comme 
la pepsine et la lipase gastrique. Peu d'absorption s'effectue dans l'estomac. Cependant, 
certaines cellules peuvent absorber une certaine quantité d'eau, d'ions et d'acides gras à 
chaînes courtes (Tortora et Grabowski, 2001 ). 
De l'estomac, le chyme passe ensuite à l'intestin grêle où continue le processus de 
digestion. Cependant, la bonne digestion des aliments est liée à trois autres organes 
digestifs annexes soit le pancréas, le foie et la vésicule biliaire. Le pancréas est une 
glande située derrière l'estomac. Il est relié au duodénum par un conduit appelé canal 
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pancréatique. C'est par ce canal que les sécrétions pancréatiques passeront au niveau du 
duodénum. Le pH légèrement alcalin du suc pancréatique amène l'inactivation de la 
pepsine de l'estomac et permet aussi de rétablir le pH à un niveau approprié pour les 
réactions enzymatiques effectuées dans l'intestin grêle. Plusieurs enzymes sont présentes 
dans le suc pancréatique. L'amylase pancréatique va permettre la digestion des glucides, 
la trypsine, la chymotrypsine, la carboxypeptidase et l'élastase vont s'attaquer aux 
protéines alors que la lipase pancréatique va permettre la digestion des triglycérides. Le 
foie et la vésicule biliaire sont, quant à eux, impliqués dans l'absorption des lipides. En 
effet, le foie produit de grandes quantités de bile et cette bile peut être emmagasinée dans 
la vésicule biliaire. Cette bile va se retrouver dans l'intestin grêle via le conduit 
cholédoque. La bile joue un rôle dans l'émulsification des lipides et leur absorption après 
la digestion (Tortora et Grabowski, 2001). 
Ces principales étapes de la digestion et de l'absorption se déroulent dans un long 
tube appelé intestin grêle. En fait, les principales fonctions de l'intestin grêle sont la 
digestion et l'absorption des glucides, des protéines et des lipides. Environ 90% des 
nutriments sont absorbés dans l'intestin grêle. La structure de cet organe est 
particulièrement bien adaptée à ses fonctions. Sa seule longueur procure une grande 
surface pour la digestion et l'absorption et elle est augmentée par des plis circulaires, des 
villosités et au niveau cellulaire, des microvillosités (Tortora et Grabowski, 2001). 
L'intestin grêle commence au sphincter pylorique de l'estomac et débouche sur le 
côlon. Il comprend trois segments: le duodénum, le jéjunum et l'iléon. Le duodénum est 
le segment le plus court et s'étend du sphincter pylorique de l'estomac au jéjunum. Il 














Représentation des couches tissulaires au niveau de l'intestin grêle 
Quatre couches tissulaires sont présentes dans l'intestin grêle soit la séreuse, la 
musculeuse, la sous-muqueuse et la muqueuse. La muqueuse est formé de trois 
couches : l'épithélium, le tissu conjontif et une couche mince de muscle lisse. 
L'épithélium de l' intestin grêle comporte des villosités où l'on retrouve les cellules 
différenciées et des cryptes où l'on retrouve les cellules prolifératives. (Tiré et modifé 
de Tortora et Grabowski, 2001) 
dernier segment. Ce dernier mesure environ 2 m et se termine au côlon (Tortora et 
Grabowski, 2001 ). 
Les quatre couches tissulaires sont présentes dans l'intestin grêle, mais avec 
certaines particularités. En effet, la muqueuse forme des villosités qui sont des saillies 
digitiformes. Le grand nombre de ces villosités augmente énormément la surface de 
l'épithélium disponible pour l'absorption et la digestion. Chaque villosité est formée, au 
centre, d'un prolongement du chorion dans lequel sont enchâssés une artériole, une 
veinule, un réseau de capillaires sanguins et un canal lymphatique. Les nutriments 
absorbés par les cellules épithéliales qui recouvrent les villosités peuvent donc entrer dans 
le sang ou la lymphe. L'épithélium présente aussi de nombreuses invaginations appelées 
cryptes de Lieberkühn (Figure 2) (Tortora et Grabowski, 2001). 
L'épithélium de la muqueuse intestinal est de type simple prismatique. Il est 
composé principalement de cellules absorbantes ( entérocyte ), de cellules caliciformes 
(Goblet), de cellules entéroendocrines et de cellules de Paneth. Les quatre types 
cellulaires retrouvés au niveau de l'épithélium intestinal ont chacun un rôle spécifique. 
Le principal type cellulaire retrouvé est la cellule absorbante (entérocyte). La membrane 
apicale des entérocytes présente des microvillosités, formant une structure complexe 
appelée bordure en brosse. Ces structures augmentent la surface d'absorption des 
nutriments. Elles contiennent aussi plusieurs enzymes ayant des fonctions digestives. Les 
cellules calciformes, quant à elles, produisent une sécrétion riche en mucopolysaccharides 
et en glycoprotéines appelée mucus. Les cellules entéroendocrines, qui représentent 
environ 0.5% des cellules de l'intestin, sécrètent pour leur part plusieurs peptides et 
polypeptides comme la sécrétine et la cholécystokinine alors que les cellules de Paneth 
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sécrètent entre autres le lysozyme, une enzyme bactéricide. Elle sont aussi capables de 
phagocytose (Karam,1999; Tortora et Grabowski, 2001). 
Les sucs pancréatique et intestinal favorisent l'absorption des substances du chyme 
qui entrent en contact avec les microvillosités. Une partie de la digestion enzymatique 
s'effectue à la surface des cellules épithéliales qui tapissent les villosités à cause des 
enzymes de la bordure en brosse insérées dans la membrane plasmique des microvillosités 
plutôt que dans la lumière seulement. La digestion des glucides va se faire grâce à des 
enzymes comme l'a..-dextrinase, la maltase, la sucrase-isomaltase et la lactase alors que la 
digestion des protéines va se faire via les peptidases ( aminopeptidase et dipeptidase ). 
Tous les processus de digestion effectués le long du tube digestif ont pour but de donner 
aux aliments une forme qui leur permette de traverser les cellules épithéliales et de passer 
dans les vaisseaux sanguins et lymphatiques. Ce passage des nutriments est appelé 
absorption. L'absorption s'effectue principalement dans l'intestin grêle par diffusion 
simple, diffusion facilitée, osmose et transport actif (Tortora et Grabowski, 200 l ). 
Finalement, le côlon constitue la partie terminale du tube digestif. Ses principales 
fonctions consistent à finir l'absorption, produire certaines vitamines et former les feces 
pour les expulser du corps (Tortora et Grabowski, 2001). 
1.3 Le renouvellement c/e tépithélium intestim1I 
L'épithélium intestinal est un tissu en continuel renouvellement. Son unité 
fonctionnelle, l'axe crypte-villosité, est composée de deux compartiments cellulaires bien 
distincts. C'est au niveau de la crypte que sont retrouvées les cellules prolifératives. En 
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fait, tout au fond de cette crypte, on retrouve des cellules souches pluripotentes qui vont se 
diviser et former des cellules filles prolifératives et déterminées (Potten et Loeffler, 1990). 
Au tiers supérieur de la crypte, ces cellules vont cependant cesser de proliférer pour 
acquérir leur phénotype différencié lors de leur entrée dans la villosité. À l'extrémité de la 
villosité, les cellules sont expulsées dans la lumière intestinale. Le renouvellement de 
l'épithélium intestinal se fait tous les 4-5 jours (Haubrich et al., 1995). Tel que mentionné 
plus tôt, quatre types cellulaires peuvent être générés par les cellules prolifératives de la 
crypte : les entérocytes, les cellules de Goblet, les cellules entéroendocrines et les cellules 
de Paneth. Toutes ces cellules différenciées sont retrouvées au niveau de la villosité sauf 
les cellules de Paneth, qui elles, sont retrouvées dans la crypte (Haubrich et al., 1995; 
Brittan et Wright, 2002). 
2- LE CYCLE CELLULAIRE 
Le cycle cellulaire décrit les étapes conduisant à la duplication des cellules. Il est 
composé de 5 phases soit, GO, G 1, S, G2 et M (Figure 3). La phase GO est une phase de 
quiescence durant laquelle l'activité métabolique est faible et où les cellules excercent 
souvent une fonction différenciée. Une cellule quiescente (GO), stimulée par des agents 
mitogènes, peut entrer dans le cycle pour se diviser. Cette division commence par une 
entrée en phase G 1. Pendant cette phase, la taille de la cellule augmente et la cellule 
augmente aussi la synthèse des protéines nécessaires à l'entrée en phase S. La phase S est 
la phase de synthèse d' ADN. À la fin de cette phase, une cellule initialement diploïde 
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Les différentes phases du cycle cellulaire 
Le cycle cellulaire est divisé en 5 phases soit GO, Gl , S, G2 et M. L'emsemble des 
phases Gl , S et G2 constitue l' interphase. (Tiré et modifié de 
www.hhmi.org/communic/annrep/ research/regulate.htm) 
(2N) devient tétraploïde ( 4N). La phase G2 est la phase intermédiaire entre la synthèse 
d' ADN et la mitose. Cette phase prépare la cellule à la dernière phase, soit la phase M. 
Cette dernière correspond à la division de la cellule où la cellule mère va donner naissance 
à 2 cellules filles (Stevens et La Thangue, 2003). 
La durée du cycle cellulaire varie d'un type cellulaire à un autre. Une levure peut 
se diviser toutes les 90-120 minutes dans des conditions idéales alors qu'une cellule de 
foie humain peut prendre un an avant de se diviser (Alberts et al., 1998). Cependant, chez 
une cellule de mammifère typique, le cycle cellulaire dure environ 24 heures soit l 0 
heures pour la phase G 1, 6 heures pour la phase S, 4 heures pour la phase G2 et 2 heures 
pour la mitose (Suzuki et al., 1991). 
L'ensemble des périodes G 1, S et G2 constitue l' interphase, c'est-à-dire, le 
temps qm sépare les mitoses (Figure 3). La mitose, quant à elle, est subdivisée en 
plusieurs stades : prophase, prométaphase, métaphase, anaphase, télophase et cytodiérèse. 
La prophase est caractérisée par une condensation de la chromatine et la formation des 
chromatides sœurs. À la prométaphase, l'enveloppe nucléaire se fragmente et le 
nucléoplasme et le cytoplasme se confondent. L'apparition du fuseau nucléaire se fait à la 
métaphase. Les chromosomes migrent alors vers le plan équatorial de la cellule et 
s'attachent aux fibres du fuseau par leurs centromères. L'anaphase débute lorsque les 
chromatides sœurs se séparent, chacun migrant vers un pôle. Finalement, la télophase est 
carectérisée par la formation d'une nouvelle enveloppe nucléaire alors que la cytodiérèse 
est caractérisée par la division du cytoplasme et la formation d'une nouvelle membrane 
celhrlaire (Suzuki et al., 1991, Alberts et al., 1998). 
La transition à travers les différentes phases du cycle cellulaire est finement 
contrôlée. Des points de contrôle (check-points), comme leur nom l'indique, contrôlent le 
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passage d'une phase du cycle à une autre. Ces points de contrôle se situent au niveau de 
la transitions des phases G l/S (point de restriction (R)), G2/M et à la métaphase en 
mitose. Le point de contrôle situé à la fin de la phase G 1, permet à la cellule de vérifier si 
la duplication de son matériel protéique est terminée et si son environnement est favorable 
à sa division. Celui en phase G2/M permet à la cellule de s'arrêter avant d'entamer le 
processus de division cellulaire en vérifiant, entre autres, si la réplication de l 'ADN est 
bien terminée et si l 'ADN est complètement condensé. Finalement, le dernier point de 
contrôle permet à la cellule de s'assurer que les chromosomes sont bien alignés le long de 
la plaque équatoriale afin de favoriser une ségrégation équitable entre les deux cellules-
filles (Alberts et al., 1998). 
2.1 Les complexes cyclines/cc/ks 
La progression à travers les différentes phases du cycle est contrôlée par 
l'association entre deux familles de protéines : les cyclines et les cdks ( cyclin-dependent 
kinase). La cycline représente la sous-unité régulatrice du complexe alors que la cdk est 
la sous-unité catalytique. Jusqu'à présent, 9 cyclines (A, B, C, D, E, G, K, T) et 9 cdks 
(1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9) ont été identifiées. La formation de différents complexes 
cyclines/cdks, spécifiques à chacune des phases, va permettre la progression du cycle 
cellulaire. Alors que le niveau d'expression des cdks reste relativement stable, celui des 
cyclines varie en fonction du cycle et ce, de façon différentielle. 
Plusieurs complexes cyclines/cdks sont impliqués dans le contrôle du cycle 
cellulaire. Les principaux sont les complexes cycline D/cdk4(6), cycline E/cdk2, cycline 
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A/cdk2 et cycline B/cdkl (Figure 3). Le complexe cycline H/cdk7, appelé aussi CAK, est 
quant à lui, impliqué indirectement dans la progression du cycle. Il existe cependant 
d'autres complexes cyclines/cdks qui sont impliqués dans différents processus cellulaires 
comme les complexes cycline C/cdk8, cycline T/cdk9 et cycline H/cdk7 par exemple qui 
jouent un rôle dans les étapes d'initiation de l'élongation de l'ARNm lors de la 
transcription (De Luca et al., 2002). 
Les deux premières cyclines à être induites en phase G 1 sont les cyclines D et la 
cycline E. L'expression de la cycline Dl dépend largement des signaux extracellulaires et 
représente un lien fondamental entre les agents mitogènes, la signalisation intracellulaire 
et le cycle cellulaire. À l'inverse, l'expression des cyclines E, A et B est, de façon 
générale, indépendante des signaux extracellulaires. Les premiers complexes activés en 
réponse au agents mitogènes sont donc les complexes cycline D/cdk4(6) et cycline 
E/cdk2. L'entrée en phase S est caractérisée par une augmentation de l'expression de la 
cycline A, ce qui permettra l'activation du complexe cycline A/cdk2. Finalement, en 
mitose il y aura augmentation de l'expression de la cycline B qui va ainsi s'associer à 
cdkl. Certaines cyclines sont cependant exprimées tout au long du cycle. C'est le cas de 
la cycline H qui, associée à cdk7, forme un complexe actif pendant toutes les phases du 
cycle. 
13 
14 15 161 
T y T 
C cline B 
14 15 161 
T y T 
CAK 
14 15 161 
T y T 
14 15 161 




14 15 161 
T y T 
Mécanismes d'activation et d'inactivation des complexes cyclines/cdks 
Pour être active, une cdk doit préalablement d'associer à sa cycline. Le complexe doit 
ensuite être phosphorylé par la kinase CAK. L'inactivation du complexe cycline/cdk 
peut se faire de trois façons soit par la dégradation de la cycline, par l' association avec 
un inhibiteur du cycle cellulaire ou par phosphorylation sur des résidus thréonine et 
tyrosine. 
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2.11 MécéJnfsmes d'éJdfvéJffon des complexes cyclines/cdks 
Une cdk isolée est inactive. Son activation est liée à deux événements : sa liaison avec 
une sous-unité régulatrice, la cycline et 2- une phosphorylation sur un résidu thréonine. 
L'association de la sous-unité régulatrice à la sous-unité catalytique est un élément 
important dans le processus d'activation du complexe cycline/cdk, mais il n'est pas le 
seul. Une fois le complexe formé, il doit subir une phosphorylation pour être 
complètement actif. Cette phosphorylation va se faire sur un résidu thréonine conservé 
autour de la position 160 par la kinase CAK (cycline H/cdk7) (Hunter et Pines, 1994). 
Une fois ces deux événements réalisés, le complexe cycline/cdk est maintenant actif 
(Figure 4). 
2.1.2 Méc4nismes d/ifJéJdfvéJffon des complexes cyclines/cdks 
L'inactivation des complexes cyclines/cdks une fois leurs fonctions réalisées est 
nécessaire à la progression du cycle. Plusieurs mécanismes peuvent inhiber l'activité de 
ces complexes. La dégradation des cyclines est un mécanisme très répandu et utilisé pour 
limiter les niveaux d'expression des cyclines et ainsi contrôler la prolifération cellulaire. 
Ainsi, la cycline Dl peut être phosphorylée par la glycogen synthase kinase 3P (GSK-3~) 
et être ainsi dégradée par la voie du protéasome (Diehl et al., 1997). Certaines cyclines 
possèdent aussi une séquence déstabilisante nommée PEST qui joue un rôle dans le 
contrôle de leur stabilité (Rogers et al., 1986). 
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Les complexes cyclines/cdks peuvent aussi être inhibés par phosphorylation. En 
effet, une kinase appelée WEE l peut phosphoryler la cdk sur deux résidus soit la 
thréonine 15 et la tyrosine 14. Cette inhibition peut être temporaire puisque la 
réactivation du complexe peut se faire via une déphosphorylation par les phosphatases à 
double spécificité de la famille CDC25 (Nilsson and Hoffmann, 2000). 
Le dernier mécanisme permettant l'inhibition des complexes cyclines/cdks se fait 
via des protéines inhibitrices qu'on appelle inhibiteurs du cycle cellulaire. Ces protéines 
ont la capacité de s'associer aux complexes cyclines/cdks et d'inhiber ainsi leur activité 
(Figure 4) (Sherr et Roberts, 1995; Sherr et Roberts, 1999). 
2.2 Les inhibiteurs c/u cycle œl/u/;Jire 
La découverte de protéines capables d'inhiber l'activité kinase des complexes 
cyclines/cdks a permis d'identifier un nouveau mécanisme de contrôle de la prolifération 
cellulaire (Sherr et Roberts, 1995). Ces inhibiteurs peuvent induire un arrêt du cycle 
cellulaire en réponse à plusieurs signaux anti-mitogéniques. Ils sont divisés en deux 
familles: les Ink4 et les Cip/Kip. Malgré un mécanisme d'action différent dans 
l'inhibition de l'activité des complexes cyclines/cdks, une caractéristique commune à tous 
ces inhibiteurs est qu'ils peuvent induire un arrêt en phase G 1 du cycle cellulaire 
lorsqu'ils sont surexprimés (Sherr et Roberts, 1995; Sherr et Roberts, 1999). 
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2.2.1 L:l /i;mdle qes lnk4 
La famille des Ink4 comprend les membres pl61nk4a, pl5111k4b, pl8Ink4c et p19Ink4ct. 
Ces inhibiteurs abolisssent, de façon spécifique, l'activité des complexes cycline D/ckd4 
(Sherr et Roberts, 1995). Ces inhibiteurs possèdent quatre ou cinq motifs ankyrin 
(Serrano et al., 1993). Ces motifs permettent leur association avec cdk4 ou cdk6 et cette 
association empêche la liaison entre la cdk et la cycline D entraînant ainsi un arrêt du 
cycle cellulaire (Guan et al., 1994; Hannon et Beach, 1994; Chan et al., 1995; Rirai et al., 
1995). De plus, en prévenant l'association des complexes cycline D/cdk4(6), les protéines 
de la famille Ink4 forcent la redistribution des inhibiteurs de la famille Cip/Kip vers les 
complexes cycline E/cdk2 qui inhibent ainsi l'activité de ces derniers. 
L'inhibiteur pl6111k4a a été le premier inhibiteur à être découvert. Il a d'abord été 
identifié comme étant une protéine capable de s'associer avec la sous-unité cdk4 et 
pouvant inhiber son activité (Xiong et al., 1993; Serrano et al., 1993). Parallèlement, 
d'autres groupes l'ont identifié comme étant un gène suppresseur de tumeur puisque le 
gène de p16111k4a est inactivé dans plusieurs types de cancers (Kamb et al., 1994; Nobori et 
al., 1994; Okamato et al., 1994). La régulation de l'expression de p16111k4a se fait surtout 
au niveau transcriptionnel. L 'ARNm de pl 6111k4a est très stable et la stabilité de l' ARNm 
et de la protéine suggère que le rôle biologique de p16111k4a n'est pas dans le contrôle de 
réponses à court terme (Serrano, 1997). En effet, l'expression de pl6111k4a demeure 
constante tout au long du cycle cellulaire et pendant la transition quiescence-prolifération 
(Hara et al., 1996; Stone et al., 1996). L'accumulation de l'ARNm et de la protéine de 
pl 61nk4a est quand même observée dans certaines conditions comme la sénescence et en 
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réponse à certains stimuli oncogéniques (Hara et al., 1996; Zindy et al., 1997; Palmero et 
al., 1997; Alcorta et al., 1996; Serrano et al., 1997; Parry et al., 1995). 
Peu de choses sont connues quant à la régulation de l'expression des autres 
inhibiteurs de la famille des Ink4. Dans les cellules épithéliales, le TGF~ induit 
l'expression de pl5Ink4b (Hannon et Beach, 1994) alors que l'expression des inhibiteurs 
p 1 s1nk4c et pl 9Ink4d est régulée de façon périodique pendant le cycle cellulaire avec un 
maximum d'expression en phase S (Hirai et al., 1995; Chan et al., 1995). Il semble 
cependant que l'expression de pl8Ink4c peut être régulée par plusieurs facteurs de 
transcription comme E2F, Spl et PPARy (Blais et al., 2002; Morrison et Farmer, 1999). 
De plus, l'expression de pl8Ink4c est augmentée pendant la différenciation de certains 
types cellulaires comme les cellules musculaires (Franklin et Xiong, 1996). Ces différents 
patrons d'expressions ainsi que les différents mécanismes d'induction d'expression de ces 
inhibiteurs suggèrent qu'il existe peu de redondance entre les inhibiteurs de la famille des 
Ink4 (Serrano, 1997). 
2.2.2 Lé; /i;mtfle des Cip/Kip 
La famille des Cip/Kip comprend les membres p2 l CipI, p27Kipl et p57Kip2• Ces 
inhibiteurs ont un spectre d'activité plus large que les inhibiteurs de la famille des Ink4 
puisqu'ils peuvent inhiber l'activité kinase de tous les complexes cyclines/cdks. Ils ont 
cependant une plus forte affinité pour les complexes cycline E/cdk2 (Harper et Elledge, 
1996; Sherr, 1994; Toyoshima et Hunter, 1994). Leur mécanisme d'action est aussi 
différent. Les inhibiteurs de la famille Cip/Kip ont la capacité de s'associer au complexe 
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cycline/cdk déjà assemblé pour inhiber son activité. Deux membres de cette famille, les 
inhibiteurs p2 l Cipl et p27Kipl, ont cependant une autre activité qu'inhibiteur du cycle 
cellulaire. En effet, à de faibles concentrations, sont capables de promouvoir la 
progression à travers le cycle en favorisant l'assemblage des complexes cyclines/cdks 
(LaBaer et al., 1997). 
L'inhibiteur p2 l Cipl a été découvert de deux façons independantes. Par double-
hybride, p21 CipI a été identifiée comme étant une protéine pouvant s'associer aux cdks 
(Harper et al., 1993). Il a aussi été identifié de par l'induction de son expression par la 
protéine suppresseur de tumeur p53 en réponse à une lésion à l' ADN (El-Deiry et al., 
1993). p2 l Cipl ne semble cependant pas jouer un rôle important dans le processus de 
tumorigénèse puisque très peu de mutations ont été retrouvées dans son gène et que les 
souris p2i-1- ne développent pas de tumeurs (Deng et al., 1995; Brugarolas et al., 1995). 
L'expression de p21Cipl peut aussi être induite lors de la différenciation de certains types 
cellulaires et lors de la sénescence (Atadja et al., 1995; Tahara et al., 1995; Gartel et al., 
1996). Cependant, la présence de p21Cipl peut aussi nuire au processus de différenciation 
de certains types cellulaires comme pour les kératinocytes (Di Cunto et al, 1998). 
Paradoxalement, l'expression de p2 l Cipl est aussi induite lorsque des cellules quiescentes 
sont stimulées avec des agents mitogènes. En effet, il semble que p2lCip1 augmente 
l'affinité entre cdk4 et la cycline Dl et amène ce complexe au niveau du noyau (LaBaer et 
al., 1997). En fait, c'est sa concentration qui va déterminer s'il joue un rôle d'inhibiteur 
ou d'activateur. À faible concentration, p21Cipl va favoriser l'assemblage des complexes 
alors qu'à forte concentration, il va plutôt inhiber l'activité de ces même complexes 
(LaBaer et al., 1997). 
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En plus d'inhiber la prolifération en bloquant l'activité des complexes 
cyclines/cdks, p2 l Cip! peut aussi inhiber la prolifération par un autre mécanisme. Il a été 
effectivement démontré que cet inhibiteur peut se lier à PCNA (Proliferating Cell Nuclear 
Antigen) et ainsi inhiber la réplication de l' ADN. L'association entre PCNA et p21 Cipl 
empêche l'activation de l'ADN polymérase ô (Flores-Rozas et al., 1994; Waga et al., 
1994). 
p27Kipl a aussi été identifié de par son association aux complexes cyclines/cdks, 
mais en réponse à des stimuli anti-prolifératifs comme le TGFl3 (Hengst et al., 1994; 
Polyak et al., 1994). D'ailleurs p27Kipl est le seul inhibiteur qui est connu pour réguler le 
cycle en réponse aux stimuli de l'environnement cellulaire. Plusieurs autres stimuli 
induisant un arrêt de prolifération le font via l'induction de l'expression de p27Kipl comme 
de faibles concentrations en sérum (Coats et al., 1996), la confluence cellulaire (Nourse et 
al., 1994), de fortes concentrations intracellulaires d' AMPc dans les fibroblastes (Kato et 
al., 1994), l'INF-y chez les cellules épithéliales mammaires (Harvat et al., 1997), 
l'interféron-13 dans des cellules humaines gastriques (Kuniyasu et al., 1997) et l'IL-6 dans 
des cellules de mélanome (Kortylewski et al., 1999). L'augmentation de l'expression de 
p27Kipl induite par l'absence ou par de faibles concentrations en sérum est nécessaire à 
l'arrêt du cycle puisque l'abolition de son expression par un antisens empêche l'arrêt du 
cycle cellulaire en phase GO (Rivard et al., 1996). D'un autre coté, plusieurs facteurs de 
croissance favorisent une dégradation rapide de p27Kipl pour permettre une entrée dans le 
cycle. Une stimulation avec du sérum ou divers facteurs de croissance (PDGF, EGF, 
thrombine) amène une diminution de l'expression de p27Kipl dans des fibroblastes 
quiescents (Coats et al., 1996; Agrawal et al., 1996). 
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Contrairement à p2 l Cipl, l'expression et l'activité de p27Kipl peuvent être régulées 
à plusieurs niveaux. En effet, son expression est régulée tant au niveau transcriptionnel 
(Servant et al., 2000) qu'au niveau traductionnel (Agrawal et al., 1996; Hengst et Reed 
1996; Millard et 1997). Il reste cependant que le mécanisme le plus commun pour 
l'inactivation de p27Kipl demeure la dégradation par la voie du protéasome (Pagano et al., 
1995). En effet, le complexe cycline E/cdk2, peut phosphoryler p27Kipl sur la thréonine 
187. Cette phosphorylation amène p27Kipl vers la voie d'ubiquitinylation et de 
dégradation par le protéasome (Vlach, et al., 1997; Sheaff, et al., 1997). 
Cependant, tout comme p2 l Cipl, p27Kipl peut aussi inhiber la prolifération par un 
autre mécanisme que via son association aux complexes cyclines/cdks. En effet, p27Kipl 
peut empêcher les complexes d'être phosphorylés par la kinase activatrice CAK et ainsi 
empêcher leur activation (Mandal et al., 1998). 
Le dernier des inhibiteurs découvert est p57Kip2 et très peu de choses sont connues 
concernant sa régulation. Tout comme p2 l Cipl et p27Kipl, il inhibe ! 'activité des 
complexes cyclines/cdks, mais la distribution de son ARNm est plus restrictive que ces 
derniers suggérant que p57Kip2 joue peut-être un rôle important dans le développement de 
certains tissus (Lee et al., 1995; Matsuoka et al., 1995; Yan et al., 1997; Zhang et al., 
1997). n joue cependant un rôle très important dans la différenciation des cellules 
musculaires (Reynaud et al., 1999; Reynaud et al., 2000). 
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2.3 Conitôle c/e /;; fr4nsition Gf/S 
La transition de la phase G l à la phase S est un élément très important dans la 
progression du cycle cellulaire. En effet, une fois le point de restriction passé, la 
progression à travers les autres phases du cycle va se faire de façon indépendante des 
facteurs de croissance. Une cellule devant cesser de proliférer, pour entamer un 
programme de différenciation par exemple, devra donc arrêter son cycle à un endroit bien 
précis : avant le point R en phase G l. Deux familles de protéines sont importantes dans le 
contrôle de la transition G l/S : les protéines de la famille Rb et les facteurs de 
transcription E2F. 
2.31 Les protéines de lé; fiJmdle Rb 
La protéine Rb a été la première protéine de cette famille à être identifiée puisque 
des mutations dans son gène amenaient le développement de tumeurs de la rétine, 
appelées rétinoblastomes (Friend et al., 1986; Lee et al., 1987). D'autres études ont par la 
suite démontré que des mutations dans le gène de Rb ou la dérégulation de la cascade Rb 
étaient fréquemment observées dans plusieurs autres types de cancers (Weinberg, 1991; 
Weinberg, 1995). Des études parallèles sur certaines oncoprotéines virales ont aussi 
permis de démontrer le rôle de pRb dans la prolifération cellulaire. En effet, l'expression 
de la protéine ElA de l'adénovirus, de l'antigène T de SV40 et de la protéine E7 du 
papillomavirus stimule la prolifération cellulaire. Ces protéines ont toutes la capacité de 
s'associer à pRb. Les régions permettant la liaison de ces protéines à pRb superposent les 
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régions nécessaires à la transformation cellulaire (White et al., 1988; DeCaprio et al., 
1988; Whyte et al., 1989; Dyson et al., 1989; Ewen et al., 1989; Munger et al., 1989). Ces 
résultats ont donc permis de démontrer le rôle central que joue pRb sur la régulation de la 
prolifération cellulaire. Depuis, deux autres protéines ont été identifiées de par leur 
homologie à pRb soit pl07 et pl30 (Ewen et al., 1991; Hannon et al., 1993; Li et al., 
1993; Mayol et al., 1993). Ces trois protéines possèdent une forte homologie entre elles, 
surtout dans leur domaine C-terminal. Ce domaine est d'ailleurs le domaine qui médie 
l'interaction avec les oncoprotéines virales. 
Les protéines de la famille Rb partagent plusieurs caractéristiques. Les patrons de 
phosphorylation de pRb et pl 07 en fonction du cycle cellulaire sont semblables i.e. 
qu'elles sont hypophosphorylées lorsque les cellules sont quiescentes et qu'elles sont 
hyperphosphorylées lorsque les cellules entrent en phase S. Cette phosphorylation est 
effectuée par les complexes cyclines/cdks de la phase G 1. p 130 est aussi phosphorylée 
par ces mêmes complexes cyclines/cdks lorsque les cellules sont stimulées à entrer dans 
le cycle. Cependant, contrairement à pRb et pl07, pl30 est aussi phosphorylée dans les 
cellules quiescentes. La ou les kinases responsable(s) de cette phosphorylation est (sont) 
inconnue(s), mais les cdks sont exclues (Baldi et al., 1995; Mayol et al, 1995; Mayol et 
al., 1996). 
Une autre caractéristique commune à chacun des membres de cette famille est 
qu'ils ont la propriété de s'associer à plusieurs protéines comme les HDAC, les facteurs 
de transcription C/EBP et les cyclines D pour n'en nommer que quelques unes (Mulligan 
et Jacks, 1998). Cependant, les partenaires les plus connus sont les facteurs de 
transcription E2F. Les protéines de la famille Rb ont en effet la capacité de s'associer à 
ces protéines et d'inhiber leur activité transcriptionnelle (Zamanian et La Thangue., 1993; 
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Zhu et al., 1993; Schwarz et al., 1993; Vairo et al., 1995). Même si les mécanismes 
utilisés pour inhiber la transcription sont inconnus, des protéines comme les histones 
désacétylases (HDACl) peuvent être associées aux protéines de la famille Rb pour 
moduler la transcription (Ferreira et al., 1998). 
Malgré plusieurs similarités, plusieurs études démontrent aussi des rôles distincts 
pour pl07 et pl30 par rapport à pRb. L'expression de pl30 est élevée dans les cellules 
quiescentes ainsi que dans les cellules différenciées et diminue quand des cellules 
quiescentes sont amenées à entrer dans le cycle cellulaire (Cobrinik et al., 1993; Smith et 
al., 1996). À l'inverse, les niveaux d'expression de pl07 sont relativement faibles dans 
les cellules différenciées et augmente lorsque les cellules sont stimulées à proliférer. Les 
niveaux d'expression de pRb varient peu en fonction de la phase du cycle cellulaire 
(Classon et Dyson, 2001). Cependant, tout comme pl30, l'expression de pRb peut être 
très élevée dans certains tissus différenciés (LeCouter et al., 1996). Une autre différence 
importante se situe au niveau de l'interaction des protéines de la famille Rb avec les 
facteurs de transcription E2F. Alors que pRb peut s'associer avec E2Fl, E2F2, E2F3 et 
E2F4, p107 et pl30 s'associent presqu'exclusivement à E2F4 et E2F5 (Classon et Dyson, 
2001). Finalement, seuls pl07 et pl30 peuvent se lier avec les complexes cycline E/cdk2 
et cycline A/cdk2 en phase S (Ewen et al., 1992; Faha et al., 1992; Lees et al., 1992). Le 
rôle de ces mégacomplexes est jusqu'à présent inconnu, mais il est suggéré que pl07 et 
















Représentation schématique des différents facteurs de transcription E2F 
Les facteurs de transcription E2F peuvent être divisés en 3 familles de par leur 
structure soit E2F l , E2F2 et E2F3 dans la première, E2F4 et E2F5 dans la deuxième et 
E2F6 dans la dernière. Tous les E2F possèdent une séquence de liaison à l' ADN ainsi 
qu'un domaine de liaison aux protéines DP. Sauf E2F6 qui possède un domaine de 
répression, tous les membres possèdent aussi un domaine de liaison aux protéines de 
la famille Rb ainsi qu'un domaine de transactivation. Seuls les membres de la 
première famille possèdent un signal de localisation nucléaire alors que seuls les 
membres de la deuxième famille possèdent un signal d'exportation nucléaire. (Tiré de 
www.nature.com/nrm/joumal/v3/ nl/slideshow/nrm714_F2.html) 
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2.32 Les /itdeurs c/e frélnscription E2F 
Le facteur de transcription E2F l a été la première protéine identifiée comme 
pouvant s'associer à pRb (Bagchi et al., 1991; Chittenden et la., 1991; Bandara et La 
Thangue, 1991; Helin et al., 1992; Kaelin et al., 1992). Les gènes cibles de ces facteurs de 
transcription sont principalement des protéines nécessaires à la prolifération et à la 
réplication de l 'ADN comme le cycline E, l 'ADN polymérase a, la thymidine kinase ainsi 
que la dihydrofolate réductase (Dyson, 1998). 
Dans les cellules, l'activité E2F vient d'un hétérodimère formé d'un facteur de 
transcription E2F et un co-facteur DP (Dyson, 1998). Chez les mammifères, 6 facteurs de 
transcription E2F ont été identifiés (E2Fl à E2F6) et il existe trois protéines DP soit DP-1, 
DP-2 et DP-3 (Figure 5). Toutes les combinaisons sont possibles ce qui augmente 
grandement la complexité de la régulation transcriptionnelle (Dyson, 1998). In vitro, tous 
les complexes E2F/DP reconnaissent des séquences d' ADN similaires malgré certaines 
différences (Lees et al., 1993; Tao et al., 1997). In vivo, il n'est cependant pas encore très 
clair s'il existe des séquences d' ADN spécifiques aux différents complexes E2F/DP 
(Stevens et La Thangue, 2003). 
À cause de leur homologie, les facteurs de transcription E2F peuvent être divisés 
en trois sous-familles. L'une comprend E2Fl, E2F2 et E2F3 alors qu'une autre est 
composée de E2F4 et E2F5. Il existe des similarités entre les membres de ces sous-
familles. E2Fl, E2F2 et E2F3 possèdent tous un domaine de liaison aux complexes 
cyclines/cdks et une séquence de localisation nucléaire (NLS). Ces deux domaines sont 
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absents chez E2F4 et E2F5. Ces deux derniers possèdent cependant une séquence 
d'exportation nucléaire (NES) (Gaubatz et al., 2001). La troisième sous-famille 
comprend E2F6 et ce membre jouerait plutôt un rôle répresseur de la transcription 
puisqu'il ne possède pas de domaine de transactivation (Morkel et al., 1997). 
2.3.2.1 Régu/4tion de /'éJdivifé ft4nscriptionnelle pélt les protéines de /4 fâmdle Rb 
Le domaine de liaison des facteurs de transcription E2F à l' ADN superpose son 
domaine de liaison à pRb (Helin et al., 1992; Kaelin et al., 1992). La liaison de pRb à 
E2F inhibe donc la transactivation dépendante d'E2F (Helin et al., 1993; Flemington et 
al., 1993). Cette information, combinée au fait que la surexpression des E2F amènent les 
cellules quiescentes à entrer en phase S (Johnson et al., 1993) ont permis de mieux 
comprendre la régulation de la phase G l et de postuler deux mécanismes de régulation de 
l'activité transcriptionnelle des facteurs de transcription E2F par les protéines de la 
famille Rb soit un modèle d'activation et un modèle de répression (Figure 6) (Müller et 
Helin, 2000). Dans le premier modèle, les gènes cibles de facteurs de transcription E2F 
sont activés à la fin de la phase G 1 lorsque les complexes cyclines/cdks ont phosphorylé 
les protéines de la famille Rb et ainsi permis la libération d'hétérodimères E2F/DP. Ce 
modèle n'explique cependant pas pourquoi, dans certains cas, les protéines de la famille 
pRb et les facteurs de transcription E2F peuvent agir comme des répresseurs actifs de la 
transcription (Weintraub et al., 1995; Sellers et al., 1995; Luo et al., 1998; Magnaghi-
Jaulin et al., 1998; Iavarone et Massagué, 1999). Un autre mode de régulation de la 
transcription a alors été postulé. Selon ce modèle, les facteurs de transcription E2F 
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Modèle de la modulation de la transcription par pRb 
s 
En phase GO ainsi qu'en début de phase Gl , pRb est associé aux facteurs de 
transcription E2F ainsi qu'à une I-IDAC. Ce complexe inhibe la transciption de gènes 
comme la cycline E. Lorsqu'il y a activation des complexes cyclines/cdk:s de la phase 
Gl , il y a phosphorylation du complexe pRb/E2F/I-IDAC ce qui amène un relâchement 
de E2F qui peut ainsi activer ses gènes cibles et premettre l'entrée en phase S du cycle 
cellulaire. (Tiré et modifié de Adams, 2001) 
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répriment la transcription lorsqu'ils sont associés aux protéines de la famille Rb. C'est ce 
mécanisme qui est utilisé pour la régulation de l'expression de la cycline E (Zhang et al., 
2000). Donc, dans les cellules quiescentes, les complexes E2F/pRb agissent comme 
répresseurs de la transcription alors que dans les cellules en phase S, les facteurs de 
transcription E2F activent la transcription de leurs gènes cibles (Müller et Helin, 2000). 
2.3.2.2 Autres mécëJnismes de contrôle de /'é}divité frëJnctiptionne!le 
Plusieurs mécanismes, autres que leur liaison aux protéines de la famille Rb 
peuvent moduler l'activité transcriptionnelle des facteurs de transcription E2F. L'activité 
trancriptionnelle de ces protéines peut être modulée via la régulation de leur synthèse, la 
régulation de leur stabilité, l'état de phosphorylation, un changement de localisation 
cellulaire ainsi que par l'acétylation. 
L'expression des facteurs de transcription E2Fl, E2F2 et E2F3 est fortement 
régulée en fonction du cycle cellulaire. En effet, leur expression et leur activité atteignent 
un niveau maximal lorsque les cellules se retrouvent en phase Gl/S. C'est donc dire que 
l'expression de certains facteurs de transcription E2F est faible dans les cellules 
quiescentes et/ou différenciées. L'activité transcriptionnelle va aussi dépendre de la 
stabilité de la protéine. Il a déjà été démontré que E2Fl et E2F4 peuvent être dégradés 
d'une manière dépendante de leur association avec les protéines de la famille Rb. La 
dégradation de E2Fl s'effectue de façon générale durant la transition S/G2 et la liaison de 
E2Fl à pRb protège E2Fl de la dégradation (Hofmann et al., 1996; Campanero et 
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Flemington, 1997; Marti et al., 1999). Le même phénomène est observé pour E2F4 où 
son association avec p 107 ou p 130 prévient sa dégradation (Hateboer et al., 1996). Un 
autre mécanisme qui peut moduler l'activité transcriptionnelle des facteurs de 
transcription E2F est la phosphorylation. Les E2F peuvent être phosphorylés par le 
complexe cycline A/cdk2 en phase S du cycle cellulaire. Cette phosphorylation a pour 
effet de diminuer l'affinité du complexe E2F/DP à l'ADN (Xu et al., 1994). E2Fl peut 
aussi être phosphorylé par la kinase Chk2 en réponse à un dommage à l' ADN. Cette 
phosphorylation a pour conséquence une augmentation de sa stabilité ainsi que de son 
activité transcriptionnelle (Stevens et al., 2003). Un changement de localisation cellulaire 
peut aussi moduler l'activité des E2F. Comme mentionné plus tôt, E2F4 et E2F5 ne 
possèdent pas de NLS. Ces protéines peuvent donc changer aisément de localisation 
cellulaire. Elles doivent cependant s'associer préalablement à une protéine possédant une 
séquence NLS pour transloquer au noyau. Dans plusieurs modèles cellulaires, E2F4 et 
E2F5 sont donc retrouvés au niveau du cytoplasme dans les cellules prolifératives et au 
niveau du noyau dans les cellules quiescentes (Stevens et La Thangue, 2003). 
Finalement, il a été démontré que E2Fl pouvait être acétylé et que cette acétylation avait 
pour effet d'augmenter sa liaison à l'ADN, son potentiel d'activation ainsi que sa demie-
vie (Martinez-Balbas et al., 2000). 
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2.4 R.égu/4tion c/es ptotéines c/u cycle cellulé;ite p;;t les voies c/e sign<:Ûis.;;tion cf;ms les 
cellules épithélt";J/es intestin;Jles 
Des études préliminaires au niveau de l'épithélium intestinal ont déjà démontré 
l'importance de l'inactivation des protéines de la famille pRb dans l'arrêt du cycle 
cellulaire nécessaire à la différenciation (Chandrasekaran et al., 1996). En effet, 
l'introduction de l'antigène T de SV40 dans les entérocytes est suivie d'une augmentation 
de l'expression de la cycline Dl ainsi que de cdk2. Plusieurs études ont par la suite tenté 
de déterminer les voies de signalisation impliquées dans la régulation de l'expression des 
protéines du cycle cellulaire dans les cellules intestinales. 
L'implication de la PKCa dans l'arrêt du cycle cellulaire a été démontrée dans les 
cellules IEC-18. L'activation de cette sérine-thréonine kinase amène une diminution de 
l'expression des cyclines D et l'induction des inhibiteurs p21Cipl et p27Kipl. Ces 
modulations d'expression ont comme conséquence une altération dans l'expression et 
dans l'état de phosphorylation des protéines de la famille Rb (Frey et al., 2000). Un rôle 
pour les MAPK p42/p44 a aussi été démontré dans la régulation de l'expression de 
l'inhibiteur p27Kipl dans les cellules intestinales. En effet, l'activation des MAPK est 
nécessaire pour l'entrée en phase S du cycle cellulaire des cellules cryptales IEC-6 ainsi 
qu'à la diminution de l'expression de cet inhibiteur (Rivard et al., 1999). Finalement, la 
cascade Wnt/~-caténine joue aussi un rôle très important dans la progression du cycle 
cellulaire des cellules épithéliales intestinales. En effet, son activation amène une 
augmentation de l'expression de protéines impliquées dans la progression du cycle 
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cellulaire comme la cycline Dl et c-myc (Tetsu et McCormick, 1999; Duchesne et al., 
2003). 
3- LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION C/EBP 
Les C/EBP (CCAAT/enhancer-binding proteins) sont des facteurs de transcription 
impliqués dans plusieurs processus cellulaires comme la prolifération, la différenciation et 
la réponse inflammatoire (Ramji et Foka, 2002). L'implication des C/EBP dans ces 
plusieurs processus est principalement causée par une expression différentielle des 
membres de cette famille selon l'état des cellules ainsi que le type cellulaire. 
Six gènes pour six C/EBP différents ont été clonés: C/EBPa, C/EBPB, C/EBPy, 
C/EBPô, C/EBPs et C/EBP~ (Figure 7) (Landshulz et al., 1988; Akira et al., 1990; Poli et 
al., 1990; Descombes et al., 1990; Chang et al., 1990; Roman et al., 1990; Cao et al., 
1991; Williams et al, 1991; Ron et Habener, 1992). Un facteur de transcription C/EBP 
typique possède un domaine d'activation, un domaine de liaison à l' ADN et un domaine 
de dimérisation. Tous les isoformes des C/EBP possèdent une très forte homologie 
(>90%) dans leur domaine C-terminal. Ce domaine comprend le domaine leucine zipper 
(bZIP) (Ramji et Foka, 2002). Ce dernier est important pour la dimérisation et la liaison à 
l 'ADN de ces facteurs de transcription. En effet, la dimérisation de ces protéines est un 
élément essentiel pour leur liaison à l 'ADN (Vinson et al., 1989; Hurst, 1995). À cause 
de la conservation du domaine bZIP, tous les isoformes des C/EBP peuvent former des 
hétérodimères entre eux (Ramji et Fako, 2002). Les C/EBP peuvent aussi former des 
interactions proteines-protéines avec d'autres facteurs de transcription possédant ou non 
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des domaines bZIP comme NF-KB et le complexe Fos/Jun (LeClair, et al., 1992; Vallejo 
et al., 1993; Hsu et al., 1994). Contrairement au domaine C-terminal très conservé, le 
domaine N-terminal des isoformes est très différents sauf pour 3 régions qui sont 
reconnues pour jouer un rôle important dans l'activation de la transcription parce qu'elles 
interagissent avec la machinerie transcriptionnelle de base. 
Malgré l'existence de ces 6 gènes, un tissu peut exprimer un plus grand nombre 
d'isofonnes de C/EBP à cause de 1- la présence de plusieurs codons d'initiation de la 
traduction sur un même ARNm pour C/EBPu et C/EBPl3 (Descombes et Schibler, 1991; 
Ossipow et al., 1993; Lin et al., 1993), 2- une protéolyse pour C/EBPl3 (Welm et al., 
1999) et 3- plusieurs promoteurs et un épissage alternatif pour C/EBPe (Yamanaka et al., 
1997). 
CIEBPa a été le premier membre de la famille à être cloné. Il est exprimé 
majoritairement dans le foie, le tissu adipeux, l'intestin et les poumons (Birkenmeier et 
al., 1989; Antonson et Xanthopoulos, 1995). Deux isoformes de C/EBPu sont générés à 
partir du même ARNm soit un peptide de 42 kDa et un autre de 30 kDa. Ce dernier a 
cependant un pouvoir de transactivation plus faible comparé à l'isoforme de 42 kDa 
(Ossipow et al., 1993; Lin et al., 1993). 
C/EBPl3 a été identifié de par son implication dans la signalisation médiée par 
l'IL-6. Il est lui aussi exprimé majoritairement dans le foie, le tissu adipeux, l'intestin et 
les poumons (Cao et al., 1991). Tout comme pour C/EBPa, l'ARNm de C/EBP~ peut 
produire au moins trois isoformes appellés C/EBP~ pleine longueur (LAP*), LAP et LIP 
de 38 kDa, 35 kDa et 20 kDa respectivement. Il semble cependant que l'isoforme LIP 
peut aussi être produit via une protéolyse (Welm et al., 1999). Des différences existent 
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Figure 7 
Représentation schématique des différents isoformes des C/EBP 
La région leucine zipper est représenté en jaune avec des barres noires alors que la 
région basique est en rouge. Les domaines d' activation (DA) sont en jaune et les 
domaines de régulation negative (DR) sont en bleu. 
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entre ces différents isoformes. En effet, LAP possède le domaine d'activation et le 
domaine bZIP alors que seul le domaine bZIP est retrouvé chez LIP. Ce dernier pourrait 
donc jouer un rôle de dominant négatif en formant des hétérodimères inactifs avec les 
autres membres des C/EBP (Descombes et Schibler, 1991). 
C/EBPy est une petite protéine d'environ 16 kDa qui est exprimée de façon 
ubiquiste. Contrairement aux autres membres de la famille, elle ne possède pas de 
domaine de transactivation. Son association avec les autres membres de la famille des 
C/EBP inhibe donc la transcription en formant des hétérodimères inactifs (Cooper et al., 
1995). 
CIEBPs peut former 4 isoformes de 32 kDa, 30 kDa, 27 kDa et 14 kDa 
(Yamanaka et al., 1997; Lekstrom-Himes, 2001). Son expression est très limitée et est 
surtout observée dans les cellules de myélocytes (Antonson et al., 1996; Morosetti et al., 
1997). Les 4 isoformes de C/EBPs possèdent tous des domaines d'activation différents ce 
qui leur confèrent des activités transcriptionnelles variées (Chumakov et al., 1997; 
Yamanaka et al., 1997). 
Finalement, C/EBPÇ est exprimé de façon ubiquiste et son expression est 
principalement induite suite à un dommage à l'ADN (Fomace et al., 1989; Ron et 
Habener, 1992). Cet isoforme peut former des hétérodimères avec les autres C/EBP. 
Cependant, la présence de 2 prolines dans son domaine de liaison à l' ADN empêche le 
dimère de se lier à l'ADN (Ron et Habener, 1992). C/EBPÇ joue donc un rôle de 
dominant négatif en inhibant l'activité transcriptionnelle des autres C/EBP. 
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3.1 Rôle c/;Jns f'infhJmm:Jfion 
L'inflammation est une réaction de défense déclenchée par des cellules 
endommagées par des agents chimiques ou physiques ou par des microorganismes. 
L'inflammation conscrit les microbes, les toxines et les substances étrangères aux 
environs de la lésion et prépare le site pour la réparation tissulaire. L'inflammation est 
donc un processus permettant de rétablir l'homéostasie tissulaire. Quelques minutes après 
une blessure, la réponse inflammatoire débute avec l'activation et l'augmentation de la 
concentration de plusieurs substances pharmacologiques comme les protéines de la phase 
aiguë de la réponse inflammatoire dont font partie plusieurs cytokines (Benjamini et al., 
1996; Tortora et Grabowski, 2001). 
Parmis les différents gènes régulés par les facteurs de transcription C/EBP se 
retrouvent plusieurs protéines impliquées dans la réponse inflammatoire (Poli, 1998). 
L'activité et l'expression de plusieurs C/EBP (a, B et ô) sont modulées en réponse à 
plusieurs agents inflammatoires comme les lipopolysaccharides (LPS) et plusieurs 
cytokines comme l'IL-1 et l'IL-6 (Akira et al., 1990; Poli et al., 1990; Ramji et al., 1993; 
Poli, 1998; Alam et al., 1992). C/EBPB a d'ailleurs été identifié comme un médiateur de 
la signalisation de l'IL-6 parce qu'il se liait au promoteur de plusieurs gènes impliqués 
dans la phase aiguë de la réponse inflammatoire comme le TNF, IL-8 et le G-CSF (Akira 
et al., 1992; Poli et al., 1990). 
Les ARNm de C/EBPP et C/EBPô sont fortement augmentés par des stimuli 
inflammatoires alors que celui de C/EBPa est plutôt diminué (Akira et Kishimoto, 1997; 
Alam et al., 1992). Chez les hépatocytes, l'inflammation amène un changement dans la 
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composition des hétérodimères de C/EBP. D'une majorité d'homodimères C/EBPa et 
d'hétérodimères C/EBPa/C/EBPP dans les cellules normales, la réponse inflammatoire 
entraîne la formation d'hétérodimères composés majoritairement des isoformes p et 8 
(Poli, 1998). Ce rôle dans l'inflammation n'est cependant pas spécifique aux hépatocytes. 
Dans plusieurs tissus, incluant l'intestin, une induction de l'expression de C/EBPP et 
C/EBPô est observée suite à des stimuli inflammatoires. De plus, une expression 
différentielle des isoformes des C/EBP est observée pendant la différenciation des 
macrophages et des granulocytes. Ils modulent ainsi l'expression de plusieurs cytokines, 
mais aussi de protéines importantes dans la réalisation de leurs fonctions comme la mac-
NOS (macrophage-inducible nitric oxide synthase) (Lowenstein et al, 1993), le lysozyme 
(Goethe et Loc, 1994) et la myeloperoxidase (Ford et al., 1996). Cependant, à cause de la 
grande quantité d'isoformes dans la même cellule, le rôle de chacun des C/EBP dans la 
régulation de ces gènes n'est pas très bien défini. 
Dans la réponse inflammatoire, les facteurs de transcription C/EBP, notamment 
C/EBP~, peuvent interagir avec d'autres facteurs de transcription. Le plus étudié est sans 
contredit NK-KB dont le rôle dans la réponse inflammatoire est bien connu (Stein et al., 
1993; LeClair et al., 1992). Ce qui est intéressant c'est que plusieurs gènes de la réponse 
inflammatoire possèdent des éléments de réponse à C/EBP et à NF-KB dans leur 
promoteur. En fait, il existe une synergie entre ces deux facteurs de transcription dans 
l'induction de plusieurs gènes de réponse inflammatoire dont la protéine SAA, IL-6, IL-8 
et IL-12 (Poli, 1998). 
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3.2 Rôle c/;Jns l::J ptolifét::Jtion cellu/éJ1te 
Les C/EBP sont aussi impliqués dans d'autres processus cellulaires comme la 
prolifération. Deux isoformes de C/EBP sont reconnus pour moduler la prolifération de 
plusieurs types cellulaires soit C/EBPa et C/EBP~. 
L'expression de C/EBPa est, de façon générale, limitée aux cellules non-
prolifératives et différenciées dans les tissus où il est exprimé (McKnight, 2001) et chute 
dans les cellules prolifératives (Lekstrom-Himes et Xanthopoulos, 1998). D'ailleurs, la 
surexpression de cet isoforme inhibe la prolifération de plusieurs types cellulaires (Umek 
et al., 1991; Hendricks-Taylor et Darlington, 1995). Des études ont démontré que 
C/EBPa peut interagir avec plusieurs protéines impliquées dans la progression du cycle 
cellulaire dont l'inhibiteur p2 l CipI. Chez les hépatocytes de souris, C/EBPa amène un 
arrêt de prolifération en causant une augmentation de l'expression de cet inhibiteur. Cette 
plus forte expression est causée par une augmentation de sa stabilité. En fait, p2 l CipI peut 
s'associer à C/EBPa et cette association augmente la demie-vie de l'inhibiteur favorisant 
ainsi son accumulation (Timchenko et al., 1997). C/EBPa peut aussi moduler 
l'expression de p21 CipI au niveau transcriptionnel. Dans les cellules d'hépatomes de rat, 
l'augmentation de l'activité du promoteur de p21Cipl par les glucocorticoïdes est abolie en 
absence de C/EBPa (Cram et al., 1998). C/EBPa peut aussi interagir avec d'autres 
protéines du cycle cellulaire comme cdk2 et cdk4 et ainsi inhiber leur activité kinase 
(Wang et al., 2001). Il semblerait, pour cdk4, que son interaction avec C/EBPa amène sa 
dégradation par la voie du protéasome (Wang et al., 2002). C/EBPa peut aussi induire un 
arrêt du cycle cellulaire en formant un complexe avec les facteurs de transcription E2F. 
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Ces complexes se retrouvent sur des séquences consensus E2F et inhibent ainsi l'activité 
transcriptionnelle de ces derniers (Slomiany et al., 2000). Une association entre C/EBPa 
et E2F a d'ailleurs été démontré pendant l'adipogénèse (Porse et al., 2001). Finalement, 
C/EBPa peut aussi inhiber la prolifération en contrôlant la composition des complexes 
E2F via une interaction directe avec p 107 pendant le dévelopement du foie de souris. En 
effet, les complexes E2F/pl07, caractéristiques de la phase S du cycle cellulaire, sont 
abolis en présence de C/EBPa à un stade précis du développement du foie (Timchenko et 
al., 1999). 
D'un autre coté, C/EBPP joue un rôle complètement opposé dans la prolifération 
cellulaire. Son expression est plus élevée dans plusieurs types de tumeurs (Greenbaum et 
al., 1998; Zhu et al., 2002; Buck et al., 1999; Buck et al., 2001). De plus, l'oncogène ras 
stimule l'activité transcriptionnelle de C/EBP~ (Zhu et al., 2002). La phosphorylation 
joue en effet un rôle important dans la modulation de son potentiel de transactivation. Il 
est fortement augmenté suite à une phosphorylation par des protéines souvent impliquées 
dans l'oncogénèse comme la cascade ras/MAPK (Zhu et al., 2002; Nakajima, et al., 
1993), la PKC (Trautwein et al., 1993) et la Ca2+/Calmodulin-dependent kinase (Wegner 
etal., 1992). 
3.3 !mplic:Jfion c/;;ns le processus c/e c/ifférendiJfion :Jc/ipocyfiiite 
En plus de jouer un rôle important dans la régulation de la prolifération cellulaire, 
plusieurs études démontrent le rôle important que jouent les C/EBP lors de la 
différenciation des préadipocytes en adipocytes. En effet, plusieurs analyses du 
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programme de différenciation des adipocytes montrent que les facteurs de transcription 
C/EBP et PPAR coopèrent dans l'induction de la différenciation de ces cellules. Les 
C/EBP semblent avoir différents rôles dans la régulation du processus de différenciation. 
En effet, après l'induction de la différenciation, une augmentation rapide de l'expression 
de C/EBPP et C/EBPô est observée. Les préadipocytes effectuent ensuite environ deux 
cycles de division. La prolifération est rapidement inhibée suite à une augmentation de 
l'expression de C/EBPa. L'induction de C/EBPa est suivie de l'activation de protéines 
impliquées dans la création du phénotype adipocytaire comme GLUT4, SCDl et la leptine 
(MacDougald et Lane, 1995). À la toute fin du processus de différenciation, une 
augmentation de l'expression de C/EBPÇ est observée. 
L'activation différentielle des C/EBP et des marqueurs de différenciation laisse 
croire que l'induction de l'expression de C/EBPP et C/EBP8 amène une augmentation de 
l'expression de C/EBPa, qui à son tour, stimule le processus de différenciation. En effet, 
la surexpression de C/EBPP ou C/EBP8 dans les préadipocytes accélère le temps 
d'induction de C/EBPa et du même coup l'adipogénèse (Yeh et al., 1995). De plus, les 
cellules déficientes en C/EBPP et C/EBPô sont incapables de se différencier (Tanaka et 
al., 1997). Il reste cependant qu'il existe un lien très important entre l'expression de 
C/EBPa et les marqueurs de différenciation. En effet, en absence de C/EBPa, aucun gène 
de différenciation n'est observé et il n'y a pas d'accumulation de triacylglycérol (Lin et 
Lane, 1992). 
Les travaux effectués sur le rôle des C/EBP dans le processus de différenciation 
adipocytaire démontrent donc que C/EBPP et C/EBPo jouent un rôle important dans 
l'initiation du processus de différenciation, C/EBPa stimule la différenciation alors que, 
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dans des conditions non-favorables, C/EBPÇ inhibe le processus de différenciation 
(Darlington et al., 1998). Plusieurs travaux démontrent aussi un rôle des C/EBP dans le 
processus de différenciation de plusieurs autres types cellulaires dont les hépatocytes, les 
kératinocytes ainsi que les cellules intestinales (Ramji et Foka, 2002). 
4- OBJECTIFS 
L'épithélium intestinal est un tissu en continuel renouvellement. Des études 
précédentes avaient permis de démontrer que les cellules de la crypte étaient des cellules 
prolifératives et que la séquestration des protéines de la famille Rb par l 'Antigène T de 
SV 40 dans les entérocytes amenait une rentrée dans le cycle cellulaire (Chandrasekaran et 
al., 1996). De plus, des études dans les cellules Caco-2 montraient que l'inhibition de 
l'activité de cdk2 et cdk4 corrélait avec l'arrêt de prolifération précédant l'induction de la 
différenciation entérocytaire (Ding et al., 1998). Cependant, il reste que peu de choses 
étaient connues quant aux mécanismes de contrôle de la prolifération et de la 
différenciation entérocytaire au niveau des protéines du cycle cellulaire. 
L'objectif général de ce projet était donc de mieux comprendre les mécanismes de 
régulation des protéines du cycle cellulaire dans la prolifération, l'initiation et le maintien 
du phénotype intestinal différencié. Plusieurs modèles cellulaires ont été utilisés pour 
répondre aux différentes questions. Le modèle cellulaire Caco-2/15 provient d'un 
adénocarcinome de côlon et a très bien été caractérisé dans plusieurs études (Beaulieu et 
Quaroni, 1991; Vachon et Beaulieu, 1992; Vachon et Beaulieu, 1995). Ces cellules ont la 
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propriété de cesser de proliférer à l'atteinte de la confluence et d'entamer un programme 
de différenciation entérocytaire. Les cellules HIEC sont des cellules indifférenciées 
provenant de l'intestin fœtal humain. À l'atteinte de la confluence, ces cellules cessent 
toute prolifération, mais n'entament aucun processus de différenciation (Perreault et 
Beaulieu, 1996). Finalement, les PCDE sont des cultures primaires d'entérocytes 
différenciés non-prolifératifs provenant de l'intestin fœtal humain. En culture, ces 
cellules gardent les caractéristiques des cellules de la villosité (Perreault et Beaulieu, 
1998). L'utilisation de ces cellules a permis de répondre aux trois objectifs spécifiques 
suivants: 
1- L'étude de l'implication des inhibiteurs de la famille des Cip/Kip dans la 
différenciation des cellules intestinales humaines. 
2- L'analyse du rôle des facteurs de transcription E2F et des protéines de la famille Rb 
lors de la prolifération et de la différenciation des cellules intestinales humaines. 
3- Étude du rôle de différents isoformes de C/EBP (a, ~ et 8) sur l'inflammation et la 
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ABSTRACT 
The specific rnechanisrns controlling the transition frorn proliferation to terminal 
differentiation in hurnan intestinal epithelial cells remain largely undefined. Herein, we 
analyzed the expression and localization of Rb and E2F proteins in well-established 
normal intestinal epithelial cell rnodels which allow for the re-enactrnent of the crypt-
villus axis in vitro as well as in intact epitheliurn and in colon cancer cells. We report that 
1) expression of E2Fl is down-regulated while E2F4 protein is sequestered in the 
cytoplasrn during GO arrest associated with serurn deprivation, confluency and terminal 
differentiation of intestinal cells; 2) concurrently, there is an accumulation of the 
hypophosphorylated form of the pocket proteins into the nucleus with an increased 
association of E2F4 with pRb and pl30; 3) cells which expressed high levels of nuclear 
E2F4 are all positive for Ki67 staining in hurnan fetal intestine; 4) activation of HIEC 
crypt cells by growth factors leads to an increase in the nuclear localization of E2F4 
which rnay be attributable to a decrease in the serine/threonine phosphorylation of this 
transcription factor; 6) inhibition of p38 MAP Kinase with a/~ inhibitor SB203580 
induces E2F4 translocation into the nucleus and its transcriptional activity. In conclusion, 
our data suggest a key role for E2F4 in proliferation of hurnan intestinal crypt cells and 
that its cytoplasrnic retention as well as its sequestration by Rb proteins rnay represent a 
critical step in initiating cell cycle exit. 
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INTRODUCTION 
Coordinated control of cell growth and differentiation is essential for 
normal tissue development; however, little is known regarding the underlying molecular 
mechanism involved in these processes (Zavitz and Zipurski, 1997). The epithelial lining 
of the human intestinal tract, which undergoes continuous and rapid renewal, provides a 
unique system in which the events involved in regulation of cell growth and 
differentiation can be studied. Proliferating, differentiating, and functional cells are all 
organized into well-defined regions in this polarized tissue, from which the entire 
sequence of developmental events is continuously on display at any moment in time 
(Stappenbeck et al., 1998; Karam, 1999). The decision to differentiate is abruptly taken by 
the committed crypt cells, whilst in their most rapid state of proliferation (Caimie et al., 
1965). These newly differentiated cells acquire their distinctive ultra structural features 
and cell surface markers upon leaving the proliferative cell cycle, at the top of the crypts 
or the base of the villus (Doell et al., 1965; Quaroni and Isselbacher, 1985; Karam, 1999). 
Most cells withdraw from the cell cycle to differentiate during the G l 
phase (Pardee, 1989; Zavitz and Zipurski, 1997). Hence, molecules that stimulate or 
inhibit G 1-phase progression are considered to be propitious candidates for controlling 
cell cycle and cell differentiation in developing tissues. The Rb proteins are major 
regulators of cell proliferation and cell differentiation through their ability to suppress 
entry into the S-phase (Mulligan and Jacks, 1998). They perform this key activity by 
basically controlling the activity of the E2F family of transcription factors, which control 
gene expression following heterodimerization with DP proteins (Chellapan et al., 1991; 
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La Thangue, 1994). E2F proteins are divided into two classes based on structural and 
functional properties. The class consisting of E2F 1, E2F2 and E2F3 is regulated almost 
exclusively by pRb, whereas E2F4 and E2F5 are regulated by p107 and pl30 (Weinberg, 
1996), although some instances of pRb/E2F4 complexes have been reported (Furukawa et 
al., 1999). E2F proteins have cornplex functions; they induce the transcription of genes 
that regulate S-phase entry, and concomitantly, their overexpression appears to be 
sufficient to promote transformation of certain immortalized cell lines (Jonhson et al., 
1993; Beijersbergen at al., 1994; Singh et al., 1994; Xu et al., 1995). However, Rb-bound 
E2F may also repress gene transcription (Weintraub et al., 1992; Bremmer et al., 1995, 
Zacksenhaus et al., 1996). In addition, deregulated overexpression of E2Fl can trigger 
apoptosis in several cell types (Xu and Levine, 1994; Kowalik et al., 1995; Pierce et al., 
1998; Pierce et al., 1999) and the onset of tumors in E2Fl-deficient mice suggests that 
E2F proteins may also function as tumor-suppressor proteins (Field et al., 1996; Yamasaki 
et al., 1996). The significance of this inherent complexity of the E2F farnily is presently 
unclear. 
Previous work has established that expression of SV 40 large T antigen, 
which disrupts E2F-Rb complexes, leads to reentry of intestinal enterocytes into the cell 
cycle and intestinal hyperplasia, indicating a role of the Rb pathway in regulating 
intestinal homeostasis (Kim et al., 1994). Furthermore, studies by Ding et al. (2000) have 
demonstrated that Caco-2 differentiation is accompanied by changes in E2F/Rb protein 
complexes in which the number of E2F /p 130 complexes is increased in terminally 
differentiated Caco-2 cells. Although we (Aliaga et al., 1999; Deschênes et al., 2001; 
Houde et al., 2001) and a number of investigators (Vachon and Beaulieu, 1995; Evers et 
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al., 1996; Ding et al., 1998; Tian and Quaroni, 1999) have used the Caco-2 cell line as a 
means to assess the potential mechanisms of enterocyte cell cycle arrest and 
differentiation, it must be remembered that this model is a transformed cell line and, 
hence, findings may not be entirely applicable in vivo. Therefore, in the present study, the 
regulation of Rb proteins (pRb, pl 07 and p 130) and E2F family of transcription factors 
(E2Fl and E2F4) were analyzed for the first time relation to normal human intestinal 
cell proliferation and differentiation in the intact epithelium as well as in well-established 
normal intestinal cell models allowing for the re-enactment of the crypt-villus axis in vitro 
: namely, normal crypt-like HIEC cells which are proliferative and undifferentiated 
(Perreault and Beaulieu, 1996; Deschênes et al., 2001), and PCDE cells which are primary 
cultures of differentiated and non-proliferative villus enterocytes (Perreault and Beaulieu, 
1998; Deschênes et al., 2001). Our results suggest that nuclearly localized E2F4 may be 
critical for activating the necessary genes for S-phase entry and proliferation of intestinal 
epithelial crypt cells. We also propose that the shuttling of E2F4 and pl30 between the 
nucleus and the cytoplasm may represent an additional mechanism for the regulation of 
E2F-dependent transcription in intestinal epithelial cells and thereby, for the regulation of 
their proliferation and differentiation. 
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MATERIALS AND METHODS 
Materials and Antibodies : The p38 MAP Kinase inhibitor SB203580, the MEKl/2 
inhibitor U0126, the PI-3K (Phosphatidyl Inositol 3-Kinase) inhibitor LY294006, the 
PKA (Protein Kinase A) inhibitor H89, the GSK-3~ (Glycogen Synthase Kinase-3P) 
inhibitor LiCl and the Ca2+-dependent PKC (Protein Kinase C) inhibitor Gô6976 were 
purchased from Calbiochem-Novabiochem Corp. (San Diego, CA, USA). Antibodies 
against E2Fl (C-20), E2F4 (C-20), pl07 (C-18), pl30 (C-20) and C/EBP~ were all from 
Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA, USA). Monoclonal antibody against pRb 
was from Pharmingen (Mississauga, ON, Canada). Antibody against Ki67 was from 
Chernicon (Temecula, CA, USA) and antibody against nucleolus antigen was from 
Calbiochem-Novabiochem Corp. Monoclonal antibody against phospho-serine/threonine 
residues was from Research Diagnostics Inc. (Flanders, NJ, USA). Monoclonal antibody 
HIS-14 against sucrase-isomaltase was kindly provided by Dr. A. Quaroni (Comell 
University, USA). AU other materials were obtained from Sigma-Aldrich (Oakville, ON, 
Canada), unless stated otherwise. 
Specimens and Indirect lmmunofluorescence: Tissues from fetuses varying in age from 
18 to 20 weeks of gestation (postfertilization fetal ages were estimated according to 
Streeter (1920)) were obtained from normal elective pregnancy terminations. No tissue 
was collected from cases associated with a known fetal abnormality or fetal death. Studies 
were approved by our Institutional Human Subject Review Board. Segments of fetal small 
intestine were rinsed with 0.15 M NaCl, sectioned into small fragments, embedded in 
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optimum cutting temperature (OCT) compound, and quickly frozen in liquid nitrogen 
(Vachon and Beaulieu, 1995; Deschênes et al., 2001). Frozen sections 2- to 3- µm thick 
were spread on silane-coated glass slides and air-dried 1 h at room temperature before 
storage at -80°C. For indirect immunofluorescence, sections were fixed in 2% 
formaldehyde in PBS (pH 7.4; 45 min, 4°C), followed by a 2-h incubation with 
appropriate primary antibody. Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated goat anti-
rabbit immunoglobulins from Boehringer Mannheim (Laval, QC, Canada) were used as 
secondary antibodies. Negative controls (no primary antibody) were included in all 
experiments. 
Cell Culture: Non immortalized human intestinal epithelial cells (HIEC) were cultured as 
described previously (Perreault and Beaulieu, 1996) in Dulbecco's modified Eagle's 
medium (DMEM; Invitrogen, Burlington, ON, Canada) supplemented with 4 mM 
glutarnine, 20 mM HEPES, 50 U/ml penicillin, 50 µg/ml streptomycin, 5 ng/ml 
recombinant human EGF (all obtained frorn Invitrogen), 0.2 IU/ml insulin (Connaught 
Novo Laboratories, Willowdale, ON, Canada), and 5% fetal calf serum (FCS). These 
undifferentiated intestinal epithelial cells block their proliferation upon reaching 
confluence but never initiate differentiation (Perreault and Beaulieu, 1996; Deschênes et 
al., 2001). Primary cultures of differentiated enterocytes (PCDE) prepared from 
specimens of human fetal small intestine ranging from 18 to 20 weeks of age were 
cultured as described above for HIEC. When tested after 5-7 days, these cultures of 
differentiated enterocytes remained well preserved, with both goblet and absorptive cells 
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exhibiting of the main characteristics of intact villus intestinal cells (Perreault and 
Beaulieu, 1998). 
lmmurwfluorescence Microscopy on Cultured Cells, HIEC and PCDE cells grown on 
sterile glass coverslips were washed twice with ice-cold PBS. Cultures were then fixed in 
methanol-acetone (30%-70%) for 15 min at -20 °C, permeabilized with 0.1 % Triton X-
100 in PBS for 10 min and blocked with PBS/BSA 2% (20 min at room temperature). 
Cells were immunostained following a 1-h incubation with primary antibody for 30 min 
with FITC-conjugated secondary antibody. Negative controls (no primary antibody) were 
included in all experiments. 
Protein Expression and lmmunoblotting : Cells were lysed in SDS (sodium dodecyl 
sulfate) sample buffer (62.5 mM Tris-HCl {pH 6.8}, 2.3% SDS, 10% glycerol, 5% (3-
mercaptoethanol, 0.005% bromophenol blue, l mM phenylmethylsulfonyl fluoride 
(PMSF)). Proteins fromwhole cell lysates were separated by SDS-PAGE in 7.5% or 10% 
gels. Proteins were detected immunologically following electrotransfer onto nitrocellulose 
membranes (Amersham Biosciences Corp., Baie d'Urfé, QC, Canada). Membranes were 
blocked for l h at 25°C in PBS containing 5% powdered milk in PBS and then incubated 
for 2-4 h at 25°C with primary antibodies in blocking solution and subsequently incubated 
with horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse or anti-rabbit (1: 1000) IgG (both 
from Sigma-Aldrich) in blocking solution for 1 h. The blots were visualized by the 
Amersham ECL system. Protein concentrations were measured using a modified Lowry 
procedure with bovine serum albumin (BSA) as standard (Peterson, 1977). 
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Co-immunoprecipitati<m Experiments : Cells were washed twice with ice-cold PBS and 
lysed in chilled lysis buffer (150 rnM NaCl, l rnM EDTA, 40 rnM Tris, pH 7.6, l % Triton 
X-100, 0.1 rnM PMSF, 10 µg/rnl leupeptin, l µg/ml pepstatin, 10 ~tg/ml aprotinin, 0.1 
rnM orthovanadate, and 40 rnM ~-glycerophosphate ). Cell lysates were cleared of cellular 
debris by centrifugation. Primary antibodies were added to 800 µg of each cell lysate and 
incubated for 2 h at 4°C under agitation. Forty µg of protein A-Sepharose (Arnersharn 
Biosciences Corp.) were subsequently added for l h (4°C under agitation). 
Irnrnunocornplexes were harvested by centrifugation and washed four tirnes with ice-cold 
lysis buffer. Proteins were solubilized with Laernrnli's buffer and separated by SDS-
P AGE. 
Expression Vectors and Reporter Constructs: Plasrnid DHFR-luciferase, which contains 
a high- affinity E2F binding site in the dihydrofolate reductase ( dhfr) promoter (Slansky et 
al., 1993), was a kind gift of Dr. P. Famham (University of Wisconsin, WI, USA). The 
expression vector (pCDNAneo3) for E2F4 was obtained frorn Dr C. Sardet (Sardet et al., 
1995) (Institut de Génétique Moléculaire, Montpellier, France). The pRL-SV40 Renilla 
luciferase reporter vector was frorn Prornega (Nepean, ON, Canada). 
Transient Transfections and Luciferase Assays. Subconfluent HIEC were seeded in 6-
well plates and co-transfected by lipofection (Lipofectarnine 2000, Invitrogen) with 
0.1 µg ofDHFR-luciferase reporter, 0.25 µg of the relevant expression vector (pcDNAneo 
3) containing E2F4 and 0.25 µg of the relevant expression vector containing DP-1. The 
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pRL-SV40 renilla luciferase vector (Promega) was used as a control for transfection 
efficiency. Two days after transfection, luciferase activity was rneasured according to the 
Prornega protocol. 
Data Presentation and Statistical Analysis. Assays were perforrned in triplicate. 
Luciferase results were analyzed by the Student's t test and were considered statistically 
significant at p < 0.05. Typical Western blots and in situ indirect irnrnunofluorescence 
shown are representative of 3 independent experirnents. 
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RESULTS 
Expression of Rb proteins and E2F transcription factors in normal human intestinal 
crypt and villus epithelial cells. 
Regulation of Rb proteins and E2F transcription factors human intestinal 
epithelium was analyzed by verifying their expression in the crypt-like undifferentiated 
cells, HIEC, and PCDE, primary cultures of functional villus enterocytes. Cell lysates 
were prepared from both subconfluent asynchronously-growing and 5-day post-confluent 
HIEC and from PCDE. As illustrated in Fig. lA, Rb proteins (pRb, pl07 and pl30) were 
easily detected in their hyperphosphorylated state in subconfluent HIEC but not much in 
confluent HIEC and in PCDE, indicating that most of these latter cells were arrested in 
GO/G 1 phase. Indeed, the hyperphosphorylation state of pRb which persists until mitosis 
represents a marker of cell cycle progression and proliferation (La Thangue, 1994; 
Mulligan and Jacks, 1998). It is of note that the expression of pl30 was remarkably 
enhanced in confluent HIEC and in PCDE. To explore the possibility that E2F 
transcription factors are differentially regulated or expressed in undifferentiated and 
differentiated intestinal epithelial cells, the expression of E2Fl (typified the E2Fl-3 
subfamily) and E2F4 (typified the E2F4-5 subfamily) was analyzed by Western blot. As 
shown in Fig. lA, E2Fl expression was strongly down-regulated in confluent quiescent 
HIEC and PCDE compared to subconfluently growing HIEC. In contrast, levels of two 
E2F4 major bands were slightly increased by around 1.4-fold in confluent HIEC as weU 
as in PCDE when compared to subconfluent HIEC. In concurrent control experiments, 
sucrase-isomaltase protein expression was exclusively found in PCDE and never in HIEC, 
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even after 5 days post-confluency. Equal protein loading of each lane was confirmed by 
anti-actin antibody labeling. 
The potential association of Rb and E2F proteins m subconfluent 
proliferating and confluent quiescent RIEC crypt cells was verified by 
immunoprecipitation of E2Fl and E2F4 followed by Western blot analysis for Rb 
proteins. Unfortunately, E2Fl failed to immunoprecipitate from confluent RIEC cells 
probably because of sub-threshold expression levels in these cells (see Fig. lA). 
Immunoprecipitated E2F4, on the other hand, was similar in all lanes (Fig. lB). However, 
the amount of pRb and pl30 immunoprecipitating with E2F4 was increased by 
respectively, 3.5-fold and 2-fold in quiescent confluent intestinal crypt cells suggesting 
that hypophosphorylated pRb and p 130 did sequester E2F4 protein in these cells. pl 07 
was not detected in E2F4 immunoprecipitates (data not shown). 
Localization of E2F ami Rb proteins in human intestinal epithelial cells. 
Localization of Rb and E2F proteins was analyzed in asynchronously-
growing subconfluent RIEC cells (Fig. 2A), in quiescent confluent RIEC cells (data not 
shown) and in differentiated, non-proliferative villus enterocytes (PCDE) (Fig. 2B). Cells 
were first double-labeled with antibodies against E2Fl or E2F4 and the proliferation 
antigen Ki67 (MacCallum and Hall, 1999). As illustrated in Fig. 2A (panel 1), E2Fl was 
primarily nuclear in subconfluent RIEC cells, while still exhibiting very weak, albeit 
detectable cytoplasmic staining. Only a weak nuclear localization for E2F 1 was seen in 
confluent HIEC cells (data not shown) and in differentiated enterocytes (PCDE) (Fig. 2B, 
12 
E2F and intestinal epithelial cell cycle 
panel 3) confirming Western blot analysis (see Fig. lA). In contrast, E2F4 showed little 
specificity for a given compartment in most subconfluent HIEC, being present in both the 
cytoplasm and in the nucleus (Fig. 2A, panel 5) except for some cells which were strongly 
positive for Ki67 staining (panel 6, see arrows ), also expressed high levels of E2F 4 in the 
nucleus (panel 5, see arrows). Interestingly, E2F4 staining was exclusively cytoplasmic in 
confluent quiescent HIEC (data not shown) and in non proliferative differentiated 
enterocytes (Fig. 2B, panel 7). 
Subcellular compartmentalization of Rb proteins was also determined in 
human intestinal epithelial cells. Bright nuclear pRb staining was evident in 
asynchronously growing subconfluent HIEC cells (Fig. 2A, panel 9) and in differentiated 
enterocytes (PCDE) (Fig. 2B, panel 11). By contrast, pl30 protein staining was 
predominantly cytoplasmic in subconfluent HIEC cells (Fig. 2A, panel 10). Cytoplasmic 
localization of p130 was completely altered in PCDE, as shown by nuclear translocation 
of pl30 staining in differentiated enterocytes (Fig. 2B, panel 12). pl07 staining was 
observed in the cytoplasm of all cell models: growing HIEC (Fig. 2A, panel 13) and 
differentiated PCDE cells (Fig. 2B, panel 15). Sorne p107 staining was also observed in 
the region of the nucleolus as confirmed by co-staining with an anti-human nucleolus 
which recognizes a specific nucleolar antigen found in human cells (Fig. 2A, panel 14, see 
arrows ). Immunofluorescence experiments with the corresponding blocking peptide 
confirmed that these stainings were specific for pl 07 (Fig. 2B, panel 16). 
Differential expression of E2Fl and E2F4 in the human fetal intestinal epithelium. 
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E2Fl and E2F4 were also further analyzed for their localization in situ in 
intact human fetal intestinal epithelium by immunofluorescence staining. E2F 1 was 
mostly localized in the nuclei of cells present in the crypt and lower third of the villus 
with a progressive decrease in staining intensity towards the upper portions of the villus 
(Fig. 3A). Whereas E2F4 staining was generally weak in the nuclei and cytoplasm of the 
majority of crypt and villus cells (data not shown), strong staining was observed however 
in the nuclei of several crypt cells (Fig. 3B, see arrows). In order to determine whether 
these E2F4-expressing crypt cells were indeed proliferative cells, intestinal sections were 
double-labeled with antibodies to E2F4 and the proliferation antigen Ki67. As illustrated 
in Fig. 3C, ce Us which expressed high levels of E2F4 ( arrows) were all positive for Ki67 
staining (arrows). This correlation of high nuclear E2F4-expressing cells and Ki67 
positive cells was consistently observed in human intestinal crypt epithelium (not shown). 
The abundance of E2F 4 in the nucleus jluctuates in a cell cycle-dependent manner. 
Since E2F4 was observed in the nucleus of Ki67-positive cells, it was 
verified whether the nuclear abundance of E2F4 fluctuates in a cell cycle-dependent 
manner. The subcellular localization of E2F4 was therefore further analyzed in serum-
deprived and serum-stimulated HIEC. Treatment of quiescent HIEC cells with serum 
growth factors stimulated S phase entry as monitored by Western blot analysis ofpRb and 
Cdk2 phosphorylation (Fig. 4A). The appearance of a faster migrating species of Cdk2 is 
known to be indicative of phosphorylation of the enzyme on threonine 160 by Cdk-
activating kinase (Gu et al., 1992). As illustrated in Fig. 4A, in serum-deprived HIEC 
cells, pRb was exclusively found in its hypophosphorylated, activated state. Inactivation 
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of pRb protein (hyperphosphorylated form) became apparent at 16h after serum 
stimulation, at the same time as the phosphorylation and activation of Cdk2. Fig. 4B 
(panel 1, see arrows) demonstrates that E2F4 was mostly detected in the cytoplasm of 
serum-starved cens arrested GO, thus reflecting the same localization as that observed 
in terminally differentiated cells, irreversibly arrested in GO (see PCDE cells in Fig. 2B, 
panel 7). However, E2F4 began to accumulate into the nucleus of a few cells after 3h of 
serum stimulation, and was primarily nuclear in almost all cells after 16h (data not shown) 
and 24h (Fig. 4B, panels 2-3, see arrows). In contrast, there was very little change in E2Fl 
compartmentalization, this factor residing primarily in the nucleus throughout the ceH 
cycle (Fig. 4B, panels 4-6). These results indicate that serum growth factors promote 
nuclear translocation of E2F4 before S phase entry in RIEC cells. 
Decreased serine/threonine phosphorylation of E2F4 correlates with its nuclear 
localization. 
To get insight into how is regulated E2F4 localization, we performed E2F4 
immunofluorescence experiments in serum-stimulated RIEC cells in presence or absence 
of phosphatase inhibitors. These were added during the last 3 h of serum treatment, in 
order to avoid toxic effects observed following long-term incubation. To address the 
potential role of protein tyrosine phosphatases in the control of E2F4 localization, 
subconfluent serum-stimulated RIEC cells were treated with vanadate, a potent inhibitor 
of tyrosine phosphatases (Gordon, 1991). As shown in Fig. SA (panel 3), treatment of 
HIEC cells with vanadate had no effect on the nuclear localization of E2F4 induced by 
serum growth factors, indicating that tyrosine phosphatases are unlikely to play a major 
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role in the nuclear localization of E2F4. To further test the hypothesis that E2F4 
localization rnight be regulated by serine-threonine phosphatases, HIEC cells were treated 
with rnicrocystin-LR, a potent inhibitor of PP2A and PPl (Honkanen et al., 1990). As 
seen in Fig. 5A (panel 4, see arrows), rnicrocystin-LR treatrnent resulted relocalization 
of E2F4 to the cytoplasrnic cornpartrnent in serurn-stirnulated HIEC cells. On the other 
hand, treatrnent of serurn-stirnulated HIEC cells with microcystin-LR did not affect the 
cytoplasmic re-distribution ofpl30 (data not shown, rnanuscript in preparation) as well as 
the nuclear localization of either E2Fl (Fig. 5A, panel 8) and C/EBP~ (data not shown) 
transcription factors. These experirnents support the existence of a rnicrocystin-LR-
sensitive rnechanisrn that regulates nuclear localization of E2F4 in cycling HIEC cells. 
It has been reported that cell cycle withdrawal of adipogenic HlB l cells is 
accornpanied by a decrease in the DNA-binding and transcriptional activity of the E2F/DP 
cornplex, which was attributable to an increase in the phosphorylation of these proteins 
(Altiok et al., 1997). In light of the rapid redistribution of E2F4 from the nucleus to the 
cytoplasm following microcystin-LR treatrnent of serurn-stirnulated HIEC, possible 
modulation of E2F4 and DP phosphorylation by serurn growth factors was tested in 
intestinal epithelial cells. As shown in Fig. 5B, treatment of HIEC with serum 
significantly decreased phosphorylation of E2F4 on serine and/or threonine residues 
hence showing a clear correlation between E2F4 serine/threonine phosphorylation and its 
cytoplasrnic localization in intestinal crypt cells. In this regard, our Western blot analysis 
of E2F4 in intestinal quiescent cells consistently revealed a slower migrating forrn of 
E2F4 that was detected only in serurn-deprived HIEC (not shown), in confluent HIEC and 
differentiated enterocytes (PCDE) (see Fig. lA, fifth panel, lanes 2 and 3), suggesting that 
E2F4 might be phosphorylated in these cells. Taken together, our results suggest that 
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serine/threonine phosphorylation of E2F4 may be required for its cytoplasmic 
relocalization upon exit from the intestinal cell cycle. 
Inhibition ofp38 MAP Kinase pathway is sufficient to trigger E2F4 into the nucleus. 
Increased serine/threonine phosphorylation of E2F4 correlates with its 
cytoplasmic localization in intestinal crypt cells suggesting that a serine/threonine kinase 
might be involved in the phosphorylation of E2F4 and thereby promotes its cytoplasmic 
localization in quiescent cells. It has been recently reported that activation of p38 MAP 
Kinase a (Houde et al., 2001), PKA (Rhoads et al., 2000), PKCa (Frey et al., 2000) and 
GSK-3J3 (Wang et al., 2002) correlates with or induces cell cycle arrest in various 
intestinal cell lines. We therefore evaluated the impact of the inhibition of these kinases 
on the localization of E2F4 in serum-deprived quiescent HIEC cells. As seen in Fig. 6A 
(panels 1-4), treatment of serum-deprived HIEC cells with either the vehicle alone 
(DMSO) or with PKA (H89), PKCa (Go6976) and GSK-3J3 (Lithium) inhibitors did not 
affect the cytoplasmic distribution of E2F4. However, treatment of serum-deprived HIEC 
with the p38 MAP Kinase a/f3 inhibitor SB203580 did induce E2F4 translocation into the 
nucleus in around 30% of the cells after 16h (n=4) (Fig. 6A, panel 5, see arrows). 
The effect of the p38 inhibitor on the subcellular localization of E2F4 
prompted us to investigate whether p38 also affected the transcriptional activity of E2F4. 
The results shown in Fig. 6B demonstrate that ectopie expression of E2F4 stimulated dhfr 
gene expression by 5-fold in HIEC. Addition of SB203580 significantly enhanced the 
inducing effect of E2F4 on dhfr gene expression by 2.5-fold (Fig. 6B), indicating that p38 
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MAP Kinase a/~ may indeed negatively regulate E2F4 nuclear activity intestinal crypt 
cells. 
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DISCUSSION 
E2F transcription factors regulate cell cycle progression by influencing the 
expression of proteins required for transition from G 1 to S-phase and DNA synthesis 
(reviewed in Slansky and Farnham, 1996). A decrease in E2F activity is a prerequisite for 
induction of quiescence and terminal differentiation in many cell types (Chittenden et al., 
1993; Jiang et al., 1995; Shin et al., 1995; Corbeil et al., 1995); moreover, the reactivation 
of DNA synthesis in quiescent cells by mitogens is accompanied by an increase in E2F-
dependent transcription (Chittenden et al., 1993). Analysis of E2F4 and E2Fl expression 
in the intact intestinal epithelium and in cultured crypt cells herein suggests that nuclear 
E2F4 may be determinant in the promotion of G l/S phase transition of human intestinal 
epithelial crypt cells. Indeed, double staining experiments in vivo and in vitro revealed 
that crypt epithelial cells, which expressed high levels of nuclear E2F4, were all positive 
for Ki67. These observations are in agreement with Dagnilo et al. (1997), who recently 
demonstrated that E2F4 is highly and preferentially expressed in the proliferative zone of 
the murine embryonic intestine. Moreover, the recent generation of knock-out mice has 
revealed an important role for E2F4 in intestinal proliferation (Rempel et al., 2000). 
Indeed, in E2F4_1_ mice, the number of crypt regions was reduced or completely absent 
and the villi were slimmer and shorter than in control mice suggesting that E2F4 plays a 
pivotal role in establishing and/or maintaining the intestinal crypt compartment (Rempel 
et al., 2000). It is noteworthy however, that E2Fl was well expressed and also localized in 
the nucleus of intestinal crypt cells suggesting that this factor may also drive expression of 
positive cell cycle regulatory factors in intestinal crypt cells. Indeed, both E2Fl and E2F4 
were capable of driving expression of dhfr gene in HIEC crypt cells, in contrast to E2F5 
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which had no effect (data not shown). For E2Fl, these data are consistent with its ability 
to promote cell cycle reentry of different cell types. It has also been reported that 
overexpression of E2F4 induces serum-starved rat embryo fibroblasts to enter the S phase 
but notas efficiently as overexpression of E2Fl, E2F2 and E2F3 (Slansky and Famham, 
1996). However, E2F4 can also drive ceU proliferation since E2F4/DP1 DNA binding 
complexes concur with the induction of dhfr gene expression during the transition of G l 
to S in CHOC 400 cells (Wells et al., 1997). Current experiments in our laboratory 
involve cDNA microarray analysis to characterize the genetic reprogramming that 
accompanies E2F 1 and E2F 4 overexpression in intestinal crypt cells. 
Our results highlight three different mechanisms for inhibition of E2F 
activities during cell cycle exit and differentiation of human intestinal epithelial cells. The 
first mechanism involves the sequestration of E2F transcription factors by the pocket 
proteins pRb and pl30, since an increased association of E2F4 with pl30 and pRb was 
observed in quiescent intestinal epithelial cells. In this regard, Ding et al. (2000) recently 
reported that Caco-2 cell cycle arrest and differentiation are associated with the 
predominant formation of pl30-E2F complexes. Accordingly, we found pRb and p130 
proteins in the nucleus of quiescent intestinal epithelial cells. These observations are in 
agreement with those of Kiess et al. (1995), who have recently demonstrated that pRb and 
p 130 are induced during myoblast differentiation and are detected in the nuclei of 
terminally differentiated myotubes. Thus, the presence of pRb and p 130 in the nucleus of 
differentiated cells rnay be a key mechanism in maintaining growth arrest. The fact that 
viral oncoproteins, such as SV 40 large T antigen, bind to the Rb family of proteins and 
lead to reentry of intestinal enterocytes into the cell cycle and intestinal hyperplasia (Kim 
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et 1994), is consistent with an important role for these proteins in the induction of cell 
cycle arrest and possibly in the differentiation process. 
The second mechanism involves down-regulation of E2F expression. In 
effect, differential changes in the expression of E2F transcription factors following cell 
cycle exit and differentiation have been dernonstrated in several cell types (Gill et al., 
1994; Paramio et al., 2000). Our study dernonstrates that although E2F4 was 
constitutively expressed throughout the cell cycle, even in quiescent differentiated cells, 
E2Fl expression was down-regulated in confluent RIEC and differentiated enterocytes. 
E2Fl has also been found to be down-regulated during neuronal (Persengiev et al., 1999) 
and rnyogenic (Puri et al., 1998) differentiation. 
The third, and perhaps the rnost appealing rnechanisrn, remams the 
demonstration that cellular localization of E2F4 is cell cycle-dependent. While E2F4 was 
found in the nucleus of proliferative intestinal cells, it was mostly distributed in the 
cytoplasm of quiescent intestinal crypt cells and differentiated enterocytes. These results 
contrast with that observed in Rat-1 fibroblasts where E2F4 is nuclear during GO and 
shifts to the cytoplasm as cells pass into the S phase (Verona et al., 1997). Nevertheless, 
our results are in agreement with those of Gill and Hamel (2000), who recently reported 
that E2F4 is localized in the cytoplasm of quiescent Rat-1 and L6 myoblasts whereas 
serum stimulation induces a crossover to the nucleus. These authors also showed that 
E2F4 is sequestered in the cytoplasm during GO an-est associated with terminal 
differentiation of the muscle. This . suggests that cytoplasmic sequestration or nuclear 
export of E2F4 may provide a level of control of its transcriptional activity. In our 
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opinion, the most interesting and novel finding from the present study is that activation of 
HIEC crypt cells by growth factors leads to an increase in the nuclear localization of E2F4 
which can be specifically reversed by the serine-threonine phosphatase inhibitor 
microcystin-LR. In addition, our immunoprecipitation experiments demonstrate that the 
nuclear localization of E2F4 correlates with a decrease in the serine/threonine 
phosphorylation of this transcription factor. Therefore, we put forward a hypothetical 
model of E2F4 phosphorylation-promoting its nuclear exit and/or its cytoplasmic 
localization. Whereas E2F 1, E2F2 and E2F3 contain a nuclear localization signal (NLS), 
E2F4 and E2F5 do not (Puri et al., 1998). Hence, nuclear accumulation of E2F4 in some 
cells must be driven by association with a protein containing a NLS. Association with DP 
proteins has been shown to promote nuclear localization ofE2F4 and E2F5 (Verona et al., 
1997). One could therefore speculate that phosphorylation of E2F4 might result in its 
dissociation from DP proteins (or other NLS-containing proteins) eventually leading to 
the cytoplasmic accumulation of E2F4. However, at this point, further studies are required 
to clarify the mechanism by which the phosphorylation of E2F4 promotes its cytoplasmic 
localization. Interestingly, it has been reported that cell cycle withdrawal of adipogenic 
HlBl cells is accompanied by a decrease in the DNA-binding and transcriptional activity 
of the E2F /DP complex, which was attributable to an increase in the phosphorylation of 
these proteins. This effect appears to be a consequence of decreased expression of the 
catalytic subunit of the serine-threonine phosphatase PP2A (Altiok et al., 1997). These 
authors suggested an important role for PP2A in the control of E2F/DP activity and a new 
mode of cell cycle control in differentiation. Herein, no modulation of PP2A expression 
has been observed in HIEC versus PCDE and in serum-stimulated HIEC cells (data not 
shown). This does not exclude however a possible modulation of PP2A (or other 
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phosphatases) catalytic activity upon growth factor stimulation. Conversely, one might 
speculate that a serine/threonine kinase was involved E2F4 phosphorylation and 
therefore in its cytoplasmic localization in quiescent intestinal cells. Our results suggest 
that the p38 MAP Kinases a/~ isoforrns are indeed very plausible candidates in this 
phosphorylation since their inhibition with the SB203580 inhibitor is sufficient to trigger 
E2F4 into the nucleus in absence of serum growth factors. Furthermore, we have 
previously demonstrated that kinase activity of p38 MAP Kinase a was much more 
elevated in non proliferating intestinal epithelial cells as well as in differentiated 
enterocytes (Boude et al., 2001). p38 MAPK could be targeted to the transcription factor 
E2F4 by a docking domain which is distinct from the phosphoacceptor motifs. In fact, we 
have found a docking domain for p38 homologous to the general consensus sequence 
Arg/Lys-Xaa-Xaa-Xaa-Xaa-Leu/Ile-Xaa-Leu/Ile (Enslen et al., 2000) and localized 
between amino acids at positions 17-24 of E2F4 protein. However, further studies are 
needed to identify the phosphorylated serine/threonine residues on E2F4 and their roles in 
E2F4 function in intestinal epithelial cells and to clarify the mechanism by which p38 
MAP Kinase inhibition specifically induces E2F4 transcriptional activity. It should be 
mention that Cyclin A/Cdk2 has previously been reported to phosphorylate and reduce the 
DNA-binding activity ofE2F/DP complexes (Xu et al., 1994). However, we have recently 
shown that Cdk2 activity is negligible in confluent HIEC and differentiated enterocytes 
compared to that found in proliferating intestinal cells (Deschênes et al., 2001). 
Furtherrnore, because E2F4, unlike E2Fl, E2F2, and E2F3, does not contain a cyclin-
binding motif (Krek et al., 1995), it is tempting to speculate that other kinases may be 
involved in the phosphorylation of E2F4 in quiescent intestinal cells. Interestingly, E2F4 
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contains a unique serine repeat domain not found other E2F family members. Although 
the function of this serine domain is unknown, it has been shown to be a target for · 
mutation in replication error-positive colorectal cancers (Ikeda et al., 1998). Experiments 
aimed at analyzing the role of this serine repeat domain in the regulation of E2F4 
compartmentalization in normal and tumoral intestinal cells are currently in progress. 
Aside from demonstrations of a role of growth factors in the regulation of 
E2F4 nuclear localization, our study also provides evidence of nucleocytoplasmic 
trafficking of pl30 depending on the growth state of the cells. Indeed, p130 (and not pRb 
and pl07, data not shown) was mostly detected in the cytoplasm of asynchronously 
growing HIEC. Fmihermore, pl30 (and not pRb and p107) accmnulates in the cytoplasm 
upon serum stimulation ofHIEC cells (Deschênes and Rivard, manuscript in preparation). 
In contrast, p 130 was exclusively nuclear in differentiated enterocytes. Hence, 
translocation of pl30 into the nucleus during GO could contribute to repression of E2F-
dependent transcription, while shuttling out of the nucleus and into the cytoplasm as the 
cells enter the cell cycle would relieve repression. There are several reports demonstrating 
that p 130 may be found in the cytoplasm in early S phase of the cell cycle (Cinti et al., 
2000; Gill and Hamel, 2000; Chestukhin et al., 2002). Therefore, the dynamic regulation 
of E2F4 and pl30 subcellular compartmentalization is clearly dependent on the state of 
the cells and the signals impinging on them, even in a quiescent non-cycling state. 
In contrast to pRb and p130, pl07 was found to be localized mainly in the 
cytoplasm and in the nucleolar region in crypt cells, and to a lesser extent in differentiated 
cells, suggesting a distinct role for this pocket protein in human intestinal epithelial cells. 
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However, this observation is not without precedent since Green et al. (2000) recently 
demonstrated that pl 07 was localized in the nucleolus in non-dividing human granulosa 
lutein cells. Their study suggests that pl07 could play a specific role in the nucleolus 
during terminal differentiation of these cells and may involve repressing 28S, 18S and 
5/8S rRNA genes. The role of p 107 in the nucleolus of intestinal epithelial cells needs to 
be investigated. 
In summary, our data dernonstrate that nuclear E2F4 may be deterrninant in 
the promotion of G 1-S phase transition in human normal intestinal epithelial crypt cells 
and that regulation of their subcellular compartmentalization may be required to rnaintain 
nuclei in a quiescent state in terminally differentiated cells. In this regard, the shuttling of 
E2F4 and p 130 between the nucleus and the cytoplasm may represent an additional 
mechanism for the regulation of E2F-dependent transcription in intestinal epithelial cells 
and thereby, for the regulation oftheir proliferation and differentiation. 
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FIGURES 
Fig. Expression of Rb proteins and E2F transcription factors in normal intestinal 
crypt and viUus epithefüd cens. A. Cell lysates were prepared from subconfluent (-2 
days : 70% of confluence) and 5-day post-confluent HIEC cells and from PCDE. Cell 
extracts (60 µg) were separated by 7.5% (for pRb, pl07 and pl30) or 10% (for E2Fl, 
E2F4, sucrase-isomaltase and actin) SDS-PAGE. Proteins were analyzed by Western 
blotting with specific antibodies to pRb, pl07, pl30, E2Fl, E2F4, sucrase-isomaltase and 
actin as described in Materials and Methods. pRbP, p107P, pl30P: hyperphosphorylated 
forms of pRb, pl07 and pl30 respectively. B. HIEC cells were harvested at 70% 
confluence (-2 days) and 5 days post-confluence. Cell extracts (800 µg) were 
immunoprecipitated with anti-E2F4 followed by Western blotting with speci:fic antibodies 
to E2F4, pRb, pl30 and pl07 (not shown). Western blotting on total cell lysate was also 
performed in order to confmn the total expression of the pro teins. 
Fig. 2. Localization of E2F and Rb proteins in human intestinal epithefüd cells. 
Subconfluent growing HIEC (A), confluent HIEC (data not shown) and PCDE (B) were 
fixed with methanol/acetone and permeabilized with a solution of 0.1 % Triton X-1 OO for 
immunofluorescence and co-staining for E2Fl, E2F4, pRb , p107, pl30, Ki67 and 
nucleolar antigen. Bars : 25 µm. 
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Fig. 3 : Differential expression of E2F1 and E2F4 in lmman fetal intestinal 
epithelium. Frozen sections ofhuman fetal.intestine between 18 to 20 weeks of gestation 
were stained with antibodies against E2Fl (A), E2F4 (B) and Ki67 (C). Crypt-villus axis 
is oriented perpendicularly in all panels, with crypts at the bottom. A-C : Bars : 25 µm. 
Fig. 4 : The abundance of E2F4 in the nucleus fluctua.tes in a cell cyde-dependent 
manner. A. Subconfluent RIEC were serum-starved for 36 h and then stimulated with 5% 
FCS for 8, 16 and 24 h. Equal amounts ofwhole cell lysates were separated by 7.5% (for 
pRb) or 10% (for Cdk2) SDS-PAGE, and proteins were analyzed by Western blotting 
with specific antibodies to pRb and Cdk2 (Rb-P : hyperphosphorylated Rb). B. 
Subconfluent RIEC were serum-starved for 36 h and then stimulated with 5% FCS for 3 
and 24 h. Thereafter, cells were fixed with methanol/acetone and permeabilized with 0.1 % 
Triton X-100 for subsequent immunofluorescence staining of E2Fl and E2F4. Bar : 25 
µm. 
Fig. 5 : Serine/Th:reonine phosphoryfation of E2F4 promotes its cytoplasmic 
localizafüm. A. Subconfluent RIEC were serum-starved for 36 h and then stimulated with 
5% FCS for 16 h. Microcystin-LR (25 µM) and vanadate (100 µM) were added during the 
last 3 h of serum treatment. Thereafter, cells were fixed with methanol/acetone and 
permeabilized with 0.1 % Triton X-100 for subsequent immunofluorescence staining of 
E2Fl, E2F4, p130 (not shown) and C/EBP~ (not shown). Bar: 25 µm. B. Serum-deprived 
HIEC cells were stimulated with 5% FCS and subsequent cell extracts (800 µg) were 
immunoprecipitated with anti-E2F4 followed by Western blotting with specific antibodies 
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to proteins phosphorylated on serine and threonine residues, as described in Materials and 
Methods. 
Fig. 6 : Inhibition of p38 MAP Kinase pathway is suffident to trigger E2F4 into the 
nucleus and to induce its tnmscriptional activity. A. Subconfluent HIEC were serum-
starved for 24 h and subsequently stimulated with DMSO (0.1%), H89 (5 µM), Go6976 
(250 nM), lithium (20 rnM) or SB203580 (20 µM) for 16 h. Thereafter, cells were fixed 
with rnethanol/acetone and permeabilized with 0.1% Triton X-100 followed by 
imrnunofluorescence staining of E2F4. Bar : 25 µm. B. Subconfluent HIEC were co-
transfected with 0.1 µg of DHFR-luciferase, 0.25 µg of the relevant expression vector 
(pcDNAneo 3) containing or not E2F4. On the following day, cells were incubated with or 
without 20 µM SB203580 and luciferase activity was measured 24 h thereafter according 
to the Prornega protocol. The increase in luciferase activity was calculated relative to 
control levels of DHFR-luciferase obtained in pCDNAneo3-transfected cells, which was 
set at L Results are the mean ± SE of at least 3 separate experirnents. *Significantly 
different from control (pcDNAneo3) and ** significantly different from E2F4 at p < 0.05 
(Student t test). 
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Les travaux présentés dans cette thèse permettent de mieux comprendre comment 
se fait la régulation de la prolifération et de la différenciation des cellules épithéliales 
intestinales au niveau du cycle cellulaire. 
La première étude a d'abord permis de faire une corrélation entre la différenciation 
entérocytaire et un arrêt du cycle cellulaire. Effectivement, un arrêt de prolifération est 
nécessaire pour permettre à des cellules de se différencier de façon terminale. Pour 
entamer leur programme de différenciation, les cellules vont arrêter leur prolifération en 
phase G l du cycle cellulaire (Pardee, 1989). Les protéines impliquées dans la transition 
Gl/S sont donc susceptibles d'être impliquées dans l'arrêt du cycle cellulaire nécessaire à 
cette différenciation. 
L'inactivation des protéines de la famille Rb est un élément clé dans la progression 
du cycle cellulaire (Mulligan et Jacks, 1998). Les études dans les cellules Caco-2/15, les 
HIEC ainsi que les PCDE montrent bien que les formes hypophosphorylées des protéines 
de la famille Rb (pRb, pl07 et pl30) deviennent apparentes lorsque ces cellules atteignent 
la confluence et cessent de proliférer (Caco-2/15 et HIEC). Cette diminution de la 
phosphorylation des protéines de la famille Rb corrèle aussi avec une inhibition de 
l'activité de cdk2. De façon inverse, la confluence cellulaire, du moins chez les cellules 
Caco-2/15, amène une augmentation de l'expression de marqueurs de différenciation tels 
que la sucrase-isomaltase et la villine. Ces premiers résultats démontrent bien qu'un arrêt 
du cycle cellulaire en phase G l est observé lors de l'induction de la différenciation des 
cellules épithéliales intestinales humaines. 
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L'analyse des protéines régulatrices de la phase G l a permis d'identifier des 
protéines susceptibles d'être responsables de l'arrêt de prolifération des cellules 
épithéliales intestinales. La différenciation des cellules Caco-2/15 est caractérisée par une 
modulation différentielle de l'expression des cyclines D (1-3). Effectivement, on 
remarque que l'expression de la cycline D2 est diminuée alors que l'expression des 
cyclines Dl et D3 est légèrement augmentée. Une modulation semblable dans 
l'expression de ces protéines a déjà été observée dans la lignée parentale Caco-2 ainsi que 
dans les cellules thermosensibles tsFHI induites à se différencier (Gartel et al., 1996; Tian 
et Quaroni, 1999). Les principales voies connues pour réguler l'expression de la cycline 
Dl, soit les voies ras/MAPK et P-caténine/TCF, sont altérées dans les cancers colo-
rectaux (Bos, 1995; Kolligs et al., 2002). De ce fait, l'expression de cette cycline est 
fréquemment dérégulée dans plusieurs cancers cola-rectaux (Palmqvist et al., 1998). Il 
n'est donc pas surprenant de voir que la cycline Dl est toujours exprimée dans les cellules 
Caco-2/15 non-prolifératives et différenciées. Pour ce qui est de la cycline D3, une 
augmentation de son expression a déjà été rapportée pendant la différenciation des 
cellules muscufaires et il semblerait que l'induction de son expression jouerait U:ri rôle 
important dans l'arrêt du cycle cellulaire nécessaire à la différenciation (Bartkova et al., 
1998; Cenciarelli et al., 1999). Par contre, lorsqu'on regarde du côté des cellules 
normales comme les HIEC et les PCDE, on peut remarquer que la modulation de 
l'expression des cyclines est différente puisque l'expression de la cycline D 1 est faible 
dans les cellules non-prolifératives PCDE par rapport aux cellules prolifératives HIEC ce 
qui est en accord avec les observations faites dans plusieurs types cellulaires. 
D'autres protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire avaient 
cependant des modulations d'expression très intéressantes pendant la différenciation des 
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cellules Caco-2/15: les inhibiteurs de la famille des Cip/Kip soit p2 l Cipl, p27Kipl et 
p57Kip2• Ces trois protéines sont induites de façon différentielle pendant la différenciation 
des cellules Caco-2/15. On remarque premièrement que l'expression de p21Cipl est 
induite de façon transitoire alors que celle de p57KipZ augmente dès l'atteinte de la 
confluence et reste relativement constante tout au cours du processus de différenciation. 
L'expression de p27KipI quant à elle augmente de façon constante dès l'atteinte de la 
confluence, mais aussi tout au long du processus de différenciation. De plus, des études 
de co-immunoprécipitation montrent que seulement p27Kipl et p57KipZ interagissent avec 
cdk2 pour inhiber son activité. Le patron d'expression de ces inhibiteurs est aussi 
différent au niveau de l'épithélium intestinal. p2 l CipJ est exprimé principalement au 
niveaux des noyaux de quelques cellules de la crypte et ces cellules sont non-
prolifératives. Les inhibiteurs p27Kipl et p57KipZ sont surtout retrouvés dans les noyaux 
des cellules pleinement différenciées de la villosité. L'analyse de l'expression de ces 
inhibiteurs in vivo et in vitro laisse donc suggérer un rôle différent pour chacun d'entre 
eux. 
La localisation de p21 Cipl dans l'intestin fœtal humain avait déjà été rapportée 
(Quaroni et Beaulieu, 1997). Parce que cette protéine est retrouvée dans les cellules non-
prolifératives de la crypte, on peut penser qu'elle joue un rôle dans le processus de 
différenciation de cellules intestinales en induisant l'arrêt du cycle cellulaire en phase G l 
des cellules déterminées à se différencier. Cependant, il semble que p21 Cipl ne soit pas 
nécessaire au maintien du phénotype différencié. Plusieurs autres études démontrent un 
rôle semblable pour p2 l Cipl pendant la différenciation de plusieurs types cellulaires. Au 
niveau du côlon, chez la souris, p21 Cipl est exprimé seulement dans les cellules ayant 
cessé de proliférer et ayant débuté leur processus de différenciation (Gartel et al., 1996). 
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Dans les cellules de la peau, l'expression de p21Cipl est induite dans les cellules adjacentes 
au compartiment prolifératif, mais diminue à mesure que celles-ci se différencient (Di 
Cunto et al., 1998). D'ailleurs, l'expression ectopique de p21Cipl dans les kératinocytes 
inhibe l'expression de marqueurs de différenciation tant au niveau protéique qu'au niveau 
de l'ARNm (Di Cunto et al., 1998). 
L'inhibiteur p57KipZ semble, quant à lui, impliqué dans l'inhibition de la 
prolifération de par son association avec cdk2 dans les cellules Caco-2/15 confluentes. Il 
est bien connu que cet inhibiteur possède une affinité plus forte pour cdk2 par rapport à 
cdk4 et cdk6 (Lee et al., 1995). 
Contrairement à p21Cipl et p57Kipl, l'expression de p27Kipl augmente de façon très 
importante pendant la différenciation des cellules épithéliales intestinales. Une 
augmentation de l'expression de cet inhibiteur a aussi été rapportée pendant la 
différenciation de plusieurs types cellulaires comme les kératinocytes (Harvat et al., 
1998). Cependant, comme l'expression de p27Kipl continue d'augmenter bien après que 
les cellules aient cessé de proliférer, il a été intéressant de déterminer si cet inhibiteur 
pouvait jouer un rôle dans le processus de différenciation autrement qu'en inhibant les 
complexes cyclines/cdks. Par la génération de cellules antisens p27KipI (Asp27), nous 
avons démontré que la diminution de l'expression de cet inhibiteur altère de façon 
importante le processus de différenciation entérocytaire en diminuant l'expression et 
l'activité de marqueurs de différenciation comme la villine, la sucrase-isomaltase et la 
phosphatase alcaline. De plus, l'expression ectopique de p27Kipl induit de façon 
significative l'activité du promoteur de la sucrase-isomaltase, ce qui n'est pas observé 
lorsque p21 Cipl ou p57Kip2 sont surexprimés. Ce rôle dans la modulation de l'activité de 
promoteur n'est pas unique puisque l'expression ectopique de p27Kipl' et non p57Kip2, 
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induit de façon significative l'activité du promoteur de la MBP (Myelin Basic Protein), 
marqueur de différenciation des oligodendrocytes (Miskimins et al., 2002). Cette 
modulation de l'activité de promoteur de la MBP se fait d'ailleurs en collaboration avec 
des facteurs de transcription de la famille Spl (Wei et al., 2003). D'autres équipes 
donnent aussi à l'inhibiteur p27Kipl un rôle important dans la différenciation des cellules 
intestinales. Dans les cellules HT29, des cellules provenant d'un cancer du côlon, la 
surexpression de p27Kipl, et non de p2 l Cipl, augmente l'expression de la phosphatase 
alcaline (Yamamoto et al., 1999). De plus, la surexpression de p27Kipl dans les cellules 
HIEC a aussi amenée une induction de la différenciation démontrée par une augmentation 
de la densité de microvillosités à la membrane apicale et par l'expression de marqueurs de 
différenciation tels que l'animopeptidase N et la DPPIV (Quaroni et al., 2000). Un rôle 
pour p27Kipl dans la différenciation de plusieurs autres tissus commence aussi à émerger. 
Chez les kératinocytes, la diminution de l'expression de p27KipI par des oligonucléotides 
antisens prévient la différenciation de ces cellules et ce, en diminuant l'expression de 
protéines telles que la kératine-1, l'involucrine et la cornifine. Bien entendu, ces effets 
sont observés de façon indépendante du cycle cellulaire (Hauser et al., 1997). Plus 
récemment encore sont les travaux étudiant le rôle de p27xicI, l'homologue de p27Kipl 
chez Xenopus, dans la différenciation des cellules musculaires et neuronales. Ces travaux 
démontrent que l'ablation de p27xicI prévient la différenciation des cellules musculaires et 
des neurones alors que sa surexpression promouvoit la différenciation de ces cellules. Il 
semble aussi que l'habilité de p27Xicl à promouvoir la différenciation est séparable de son 
habilité à inhiber le cycle cellulaire. Dans les cellules musculaires, p27Xicl peut même 
synergiser avec le facteur de transcription MyoD afin d'induire la différenciation (Vernon 
et Philpott, 2003; Vernon et al., 2003). Ces résultats ressemblent étrangement au rôle joué 
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par p57KipZ dans la différenciation des cellules musculaires. MyoD est un facteur de 
transcription très important dans le contrôle de la prolifération et de la différenciation des 
cellules musculaires (Nadal-Ginard, 1978). Il induit la différenciation en amenant un arrêt 
du cycle cellulaire et en induisant l'expression de plusieurs protéines nécessaires à la 
différenciation des cellules musculaires (Olsen, 1992; Weintraub et al., 1989). Certains 
travaux suggèrent que ce facteur de transcription peut être phosphorylé par le complexe 
cycline E/cdk2 dans les cellules prolifératives et que cette phosphorylation amène la 
dégradation de MyoD (Song et al., 1998; Kitzmann et al, 1999; Tintignac et al., 2000). 
L'inhibiteur p57Kip2, qui est fortement exprimé dans les cellules musculaires différenciées, 
peut jouer un rôle dans la stabilité de MyoD indirectement via son association avec le 
complexe cycline E/cdk2 dans les cellules non-prolifératives et différenciées (Reynaud et 
al., 1999). Il semble cependant que p57Kip2 peut aussi jouer un rôle dans la régulation de 
l'activité de MyoD et ce, indépendamment de son rôle d'inhibiteur. En effet, p57Kip2 peut 
aussi interagir directement avec MyoD et ainsi augmenter sa demie-vie (Reynaud et al., 
2000). Il est donc facile de penser que p27Kipl pourrait jouer un rôle semblable pendant la 
différenciation des cellules épithéliales intestinales. En effet, p27Kipl pourrait moduler la 
différenciation en régulant, directement ou indirectement, l'activité du facteur de 
transcription cdx2 qui est une protéine très importante pour la différenciation des cellules 
intestinales puisqu'elle module l'expression de protéines telles que la sucrase-isomaltase 
et la lactase (Fang et al., 2000; Suh et Traber, 1996). Des travaux menés dans notre 
laboratoire par Jim Boulanger sont d'ailleurs en cours pour étudier le rôle de p27Kipl et 
cdk2 dans le contrôle de l'activité transcriptionnelle du facteur de transcription cdx2. En 
effet, p27Kipl semble augmenter la capacité de liaison à l' ADN de cdx2 ainsi que son 
potentiel de transactivation (Boulanger et al., en préparation). 
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Il reste cependant qu'aucune anormalité n'a été détectée au niveau de l'épithélium 
intestinal des souris p2T1- (Kiyokawa et al., 1996; Fern et al., 1996; Nakayama et al., 
1996). Ceci pourrait cependant être expliqué par une certaine redondance entre les 
différents inhibiteurs et que la perte d'un membre pourrait être compensée par un autre. 
En effet, les souris nulles pour pl61nk4a, p21 Cipl et p27KipZ se développent tout à fait 
normalement ce qui suggère une redondance entre les différents inhibiteurs (Deng et al., 
1995; Serrano et al., 1996; Kiyokawa et al., 1996; Fern et al., 1996; Nakayama et al., 
1996). La génération des souris doubles mutantes p21-1ïp5T1- présente par contre des 
problèmes majeurs au niveau de la différenciation des cellules musculaires. En fait, une 
hyperprolifération des myoblastes est observée et ces myoblastes sont incapables de 
former des myotubes montrant bien que la perte de deux inhibiteurs peut affecter le 
processus de différenciation cellulaire (Zhang et al., 1999). Un phénomène de 
compensation est d'ailleurs observé dans les cellules Asp27. En effet, malgré la 
diminution d'environ 50% de l'expression de p27Kipl' il y a tout de même apparition de la 
forme hypophosphorylée de pRb à l'atteinte de la confluence. La diminution de 
l'expression de p27Kipl n'affecte donc pas l'arrêt en Gl des cellules Caco-2/15 à l'atteinte 
de la confluence. Cet arrêt en phase G 1 peut peut-être s'expliquer par la plus forte 
expression de l'inhibiteur p57KipZ dans les cellules Asp27 par rapport aux cellules 
contrôles. Ses résultats ne sont pas sans précédents puisqu'une coopération entre p27Kipl 
et p57Kipz a déjà été observée dans le contrôle de l'arrêt du cycle cellulaire et l'induction 
de la différenciation des trophoblastes (Zhang et al., 1998). 
Malgré le fait que les souris p2T1- ne sont pas prédisposées à l'apparition de 
tumeurs spontanées, cet inhibiteur semble tout de même impliqué dans le processus de 
tumorigénèse puisque les souris déficientes en p27Kipl traitées avec des agents mutagènes 
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montrent une prédisposition au développement de tumeurs dans plusieurs tissus (Fero et 
al., 1998). De plus, chez l'humain il existe une corrélation inverse entre l'expression de 
p27KipI et le degré de différenciation des tumeurs dans plusieurs types de cancers dont les 
cancer calo-rectaux (Claparrone et al., 1998; Sgambato et al., 1999; Fredersdorf et al., 
1997). Cet inhibiteur est donc largement utilisé comme marqueur dans l'étude des 
tumeurs d'où l'importance d'une meilleure compréhension de sa régulation. 
Cette première étude démontre clairement le rôle distinct des trois membres des 
inhibiteurs de la famille des Cip/Kip dans la différenciation des cellules épithéliales 
intestinales humaines. p2 l Cipl jouerait un rôle dans l'arrêt de prolifération, p57Kip2 dans le 
maintien de l'arrêt de prolifération alors que p27Kipl serait impliqué dans l'arrêt du cycle 
cellulaire, mais aussi dans l'induction de marqueurs de différenciation. 
Comme mentionné plus tôt, l'inactivation des protéines de la famille Rb est très 
importante pour la progression du cycle cellulaire (Mulligan et Jacks, 1998). Cette 
inactivation amène la libération des facteurs de transcription E2F. Ces facteurs de 
transcription sont importants dans la progression du cycle cellulaire puisqu'ils modulent 
l'expression de protéines impliquées dans la transition G l/S ainsi que dans la synthèse 
d'ADN (Slansky et Famham, 1996). En fait, l'expression ectopique de ces facteurs de 
transcription est suffisante pour permettre l'entrée en phase S du cycle cellulaire et ce, 
indépendamment de l'activité des complexes cyclines/cdks de la phase Gl (Johnson et al., 
1993). 
Les résultats présentés ici démontrent bien le rôle important que jouent les facteurs 
de transcription E2Fl et E2F4 dans la progression du cycle cellulaire des cellules 
épithéliales intestinales humaines. En effet, les deux protéines sont retrouvées au niveau 
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du noyau des cellules prolifératives et transactivent des gènes importants pour la 
progression du cycle cellulaire comme la DHFR. Il avait déjà été démontré d'ailleurs, 
chez la souris, que E2F4 était surtout exprimé dans les zones prolifératives de l'intestin 
(Dagnino et al., 1997). La génération de souris E2F4_1_ a cependant vraiment permis de 
démontrer le rôle important que joue E2F4 dans la prolifération des cellules intestinales. 
En effet, dans l'intestin de ces souris, le nombre de cryptes est réduit et les villosités sont 
plus courtes et plus minces que dans les souris contrôles. Ces résultats suggèrent que 
E2F4 pourrait jouer un rôle dans l'établissement et/ou le maintien de la crypte (Rempel et 
al., 2000). D'ailleurs, la régulation du système Rb/E2F est très importante dans le 
maintien de l'homéostasie de l'épithélium intestinal puisque l'expression de l'antigène T 
de SV 40 entraîne une rentrée dans le cycle cellulaire des entérocytes différenciés de la 
villosité (Kim et al., 1994). 
Nous avons démontré trois différents mécanismes par lesquels l'activité des 
facteurs de transcription E2F peut être modulée pour permettre un arrêt du cycle et la 
différenciation des cellules épithéliales intestinales humaines. Le premier mécanisme 
consiste à une modulation dans l'expression de ces facteurs de transcription. Dans les 
cellules intestinales, E2F4 est exprimé de façon constitutive tout le long du cycle 
cellulaire et autant dans les cellules non-différenciées que différenciées. Par contre, 
l'expression de E2Fl, qui est élevée dans les cellules HIEC sous-confluentes, diminue de 
façon importante dans les cellules HIEC confluentes ainsi que dans les cellules 
différenciées (PCDE). Cette modulation de l'expression des facteurs de transcription E2F 
a été également observée dans d'autres types cellulaires. La différenciation des cellules 
PC 12 est en effet caractérisée par une diminution de l'expression de E2F 1 et E2F5 alors 
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que la différenciation des kératinocytes est accompagnée d'une diminution de 
l'expression de E2Fl (Persengiev et al., 1999; Paramio et al., 2000). 
Le deuxième mécanisme consiste en une séquestration des facteurs de 
transcription E2F par les protéines de la famille Rb. En effet, l'association des facteurs de 
transcription E2F avec les différentes protéines de la famille Rb empêche ces facteurs de 
moduler positivement la transcription (Harbour et Dean, 2000). Ce phénomène est 
observé dans les cellules HIEC confluentes où l'on remarque une augmentation de 
l'association entre le facteur de transcription E2F4 avec pRb et pl30. D'ailleurs, 
l'expression de p 130 augmente dans les cellules HIEC confluentes ainsi que dans les 
PCDE par rapport aux cellules prolifératives. La formation de complexes E2F/pl30 est 
très caractéristique des cellules quiescentes (Smith et al., 1996) et d'ailleurs, la 
différenciation de la lignée parentale Caco-2 est caractérisée par une augmentation de la 
formation des complexes impliquant p 130 (Ding et al., 2000). Une augmentation de 
l'expression de pRb et pl30 a aussi été observée pendant la différenciation des myoblastes 
en myotubes (Kiess et al., 1995). Il est donc intéressant de penser qu'une l'augmentation 
de l'expression de pl30 et la localisation nucléaire de pRb et pl30 dans cellules non-
prolifératives et différenciées pourrait être un mécanisme utilisé par la cellule intestinale 
pour maintenir un arrêt du cycle cellulaire et induire la différenciation des cellules 
épithéliales intestinales. La présence de tels complexes pourrait permettre la répression de 
gènes qui, s'ils étaient exprimés, nuiraient au processus de différenciation entérocytaire 
par exemple. 
Finalement, le dernier mécanisme implique un changement de localisation 
cellulaire. En effet, nos résultats montrent que la localisation cellulaire du facteur de 
transcription E2F4 varie en fonction de la phase du cycle cellulaire ainsi que selon l'état 
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de différenciation. Dans les cellules quiescentes et différenciées, E2F4 est surtout 
retrouvé au niveau du cytoplasme alors que dans les cellules prolifératives, E2F4 est 
retrouvé au niveau du noyau laissant suggérer que ce facteur de transcription joue un rôle 
majeur dans la prolifération des cellules intestinales. Ces résultats contrastent cependant 
avec des observations dans les fibroblastes Rat-1 où E2F4 est localisé au niveau du noyau 
en phase GO et se dirige vers le cytoplasme lorsque les cellules entrent en phase S (Verona 
et al., 1997). Cependant, dans les myoblastes L6, E2F4 est localisé dans le cytoplasme 
des cellules quiescentes et transloque dans le noyau après une stimulation au sérum (Gill 
et Hamel, 2000). De plus, tout comme dans les cellules intestinales, la différenciation des 
cellules musculaires L6 est associée à une séquestration du facteur de transcription E2F4 
dans le cytoplasme (Gill et Hamel, 2000). Compte tenu de la forte activité 
transcriptionnelle de E2F4 sur le promoteur de la DHFR, il est très logique de penser que 
la séquestration cytoplasmique de ce facteur de transcription est un mécanisme de 
contrôle de son activité transcriptionnelle puisque la formation de complexes E2F4/DP 
corrèle avec une entrée en phase S (Wells et al., 1997). Cependant, contrairement à E2Fl, 
E2F2 et E2F3, E2F4 et E2F5 ne possèdent pas de séquence de localisation nucléaire (Puri 
et al., 1998). Pour transloquer au noyau, E2F4 doit donc s'associer à une protéine 
possédant un NLS. L'importation de E2F4 et E2F5 dans le noyau peut se faire via leur 
interaction avec les protéines de la famille Rb ou les protéines DP (Black et Azizkhan-
Clifford, 1999). Il semble cependant que E2F4 puisse transloquer au noyau de façon 
indépendante de son association avec ces protéines dans les kératinocytes (Apostolova et 
al., 2002). Un des principaux partenaires de E2F4 est pl30. Cependant, la translocation 
de E2F4 ne semble pas dépendante de son association avec cette protéine dans les cellules 
intestinales puisque lorsque l'un est cytoplasmique, l'autre est nucléaire (Alvarez et al., en 
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préparation). D'autres études seront nécessaires afin de comprendre les mécanismes de 
translocation nucléaire d'E2F4. Cependant, les résultats présentés ici montrent que 
lorsque des cellules quiescentes, où E2F4 est retrouvé majoritairement au niveau du 
cytoplasme, sont stimulées avec du sérum, il y a translocation nucléaire de E2F4. Cette 
translocation induite par le sérum est inhibée par l'ajout d'un inhibiteur de 
sérine/thréonine phosphatases, la microcystin-LR. Cet inhibiteur inhibe de façon 
spécifique les sérine/thréonine phosphatases PPl et PP2A (MacKintosh et al., 1990). Ce 
résultat suggère qu'une étape de phosphorylation est impliquée dans la régulation de la 
localisation cellulaire de E2F4. De manière intéressante, nos études de phosphorylation in 
vivo suggèrent que la translocation nucléaire de E2F4 corrèle avec une diminution de son 
état de phosphorylation. 
Deux mécanismes pourraient expliquer la modulation de l'état de phosphorylation 
de E2F4 en fonction du cycle cellulaire. La stimulation des cellules quiescentes avec le 
sérum pourrait soit 1- stimuler l'activité d'une protéine phosphatase ou soit 2- inhiber 
l'activité d'une protéine kinase. De récentes études dans les cellules d'adipocytes HlB lB 
avaient rapporté que la sérine/thréonine phosphatase PP2A pouvait maintenir les 
complexes E2F/DP sous une forme hypophosphorylée (Altiok et al., 1997). En effet, un 
traitement de ces cellules avec le pioglitazone, un ligand synthétique de PP ARy, amène un 
diminution de l'expression de la sous-unité catalytique de PP2A ce qui a pour 
conséquence une augmentation de l'état de phosphorylation du complexe E2F/DP. Cette 
hyperphosphorylation du complexe diminue ainsi sa capacité de liaison à l' ADN ainsi que 
son pouvoir de transactivation (Altiok et al., 1997). Les résultats présentés ici ne 
montrent cependant aucune modulation dans l'expression de la sous-unité catalytique de 
cette phosphatase. D'autres études seront cependant nécessaires pour étudier l'activité 
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des différentes sérine/thréonine phosphatases dans les cellules quiescentes par rapport aux 
cellules prolifératives. Il reste cependant qu'il pourrait peut-être s'agir d'une 
sérine/thréonine kinase dont l'activité est modulée en réponse au sérum. Le complexe 
cycline A/cdk2 a déjà été rapporté comme pouvant phosphoryler les facteurs de 
transcription E2F et ainsi diminuer leur affinité pour l'ADN (Xu et al., 1994). Cependant, 
la translocation nucléaire de E2F4 est observée après 3 heures de stimulation au sérum ce 
qui précède l'activation de cdk2 et la phosphorylation de pRb. De plus, l'activité de cdk2 
est très faible pour ne pas dire nulle dans les cellules HIEC confluentes ainsi que dans les 
PCDE. Finalement, contrairement à E2Fl, E2F2 et E2F3, E2F4 ne possède pas de 
domaine de liaison aux cyclines (Krek et al., 1995) laissant suggérer qu'une autre kinase 
que cdk2 pourrait moduler la phosphorylation de E2F4 dans les cellules intestinales. 
L'activité de plusieurs kinases peut être modulée en fonction des phases du cycle 
cellulaire. En fait, dans les cellules intestinales, quatre sérine/thréonine kinases sont 
reconnues comme étant actives lorsque les cellules sont non-prolifératives. 
Premièrement, dans notre laboratoire, des études sur la différenciation des cellules Caco-
2/15 montrent que dès l'atteinte de la confluence, alors que les cellules cessent de 
proliférer et commencent à se différencier, il y a une augmentation de l'activité de la 
MAPK p38 (Houde et al., 2001). Une augmentation de l'activité de la PK.A corrèle aussi 
avec un arrêt de prolifération des cellules IEC-6 (Rhoads et al., 2000). L'activité de la 
PKC est aussi modulée à la hausse dans les cellules IEC-18 en phase GO (Frey et al., 
2000). Et finalement, l'inhibition de l'activité de la PI-3K, et par conséquent, l'activation 
de la GSK-3~ corrèle avec l'arrêt de prolifération de cellules de cancer du côlon (Wang et 
al., 2002, Laprise et al., 2002). Les résultats présentés ici montrent cependant que seule 
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l'inhibition des MAP kinase p38a/~ dans les cellules HIEC quiescentes amène une 
relocalisation nucléaire de E2F4. Il a de plus déjà été démontré que l'activité de la p38 
peut moduler la localisation cellulaire d'autres protéines comme la kinase PRAK. En 
effet, l'importation nucléaire de cette protéine est indépendante de l'activation de la p38, 
mais son exportation requière une phosphorylation médiée par la p38 (New et al., 2003). 
Le même phénomène peut se produire avec E2F4 où sa phosphorylation par la p38 
pourrait empêcher son interaction avec une protéine possédant une séquence NLS et 
forcerait ainsi sa localisation cytoplasmique. Il est intéressant de noter que E2F4 possède 
également une séquence riche en sérine qui lui est unique. La fonction de ce domaine est 
inconnue, mais elle semble être la cible de plusieurs mutations dans des cas de cancers 
colorectaux (Ikeda et al., 1998). 
Alors que le rôle des facteurs de transcription E2F est très bien connu dans la 
prolifération cellulaire, peu de choses sont connues quant à un rôle potentiel dans la 
différenciation cellulaire. Des variations d'expression ont souvent été rapportées suite à 
un arrêt de la prolifération et à l'initiation de la différenciation. Pour plusieurs types 
cellulaires, E2F4 semble jouer un rôle positif dans le processus de différenciation (Puri et 
al., 1997; Smith et al., 1996; Vairo et al., 1995). En effet, la surexpression de E2F4 dans 
les kératinocytes induit un processus de différenciation cellulaire démontré par une 
augmentation de l'expression de marqueur de différenciation tels que l'involucrine et la 
kératine 10. L'induction de ces protéines est spécifique à E2F4 puisque la surexpression 
de E2Fl n'a aucun effet semblable (Paramio et al., 2000). E2F4 semble aussi favoriser la 
différenciation cellulaire des neuroblastes (Persengiev et al., 1999). Sa surexpression 
accélère le processus de différenciation des cellules PC12 induite pat le NGF démontrée 
par l'apparition de neurites beaucoup plus tôt que les cellules contrôles (Persengiev et al., 
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1999). Dans les cellules intestinales cependant, l'expression ectopique de E2Fl, E2F4 et 
E2F5 inhibe de façon très importante l'activité du promoteur de la sucrase-isomaltase 
(résultats non-présentés dans cette thèse). Il ne semble donc pas que ces facteurs de 
transcription joue un rôle majeur dans l'induction du processus de différenciation. 
Cependant, d'autres études seront nécessaires pour mieux évaluer le rôle potentiel de ces 
facteurs de transcription dans l'initiation et le maintien du phénotype différencié 
intestinal. Des études sur la différenciation des adipocytes a d'ailleurs déjà démontré que 
E2F4 inhibait la différenciation de ces cellules alors qu'elle est accélérée en absence de 
E2F4. Les mécanismes de régulation de la différenciation adipocytaire par E2F4 sont 
inconnus, mais il semble qu'ils sont indépendants de son rôle dans le cycle cellulaire 
puisque la présence d'un mutant de E2F4 ne possédant plus de domaine de liaison à 
l' ADN et aux protéines de la famille Rb inhibe autant la différenciation que la protéine de 
type sauvage (Landsberg et al., 2003). 
Le fait que des oncoprotéines comme l'antigène T de SV 40 se lie aux protéines de 
la famille Rb et amène une rentrée des entérocytes dans le cycle cellulaire et une 
hyperplasie de l'épithélium intestinal (Kim et al., 1994), est en accord avec le rôle de ces 
protéines dans le processus de différenciation cellulaire. En effet, pRb joue un rôle très 
important dans la différenciation de plusieurs types cellulaires (Gu et al., 1993; Lee et al., 
1994). De plus, les souris pRb_1_ meurent in utero et présentent plusieurs défauts dans le 
processus de différenciation de plusieurs tissus (Gu et al., 1993; Lee et al., 1994). La 
localisation nucléaire de pRb et p 130 dans les cellules différenciées peut promouvoir la 
différenciation. Comme mentionné plus tôt, l'expression de ces protéines est augmentée 
pendant la différenciation des myoblastes et pRb et p 130 sont détectés dans les noyaux 
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des myotubes (Kiess et al, 1995). pRb peut aussi interagir avec des facteurs myogéniques 
et ainsi promouvoir la différenciation musculaire (Gu et al, 1993). 
Contrairement à p 130 et pRb, la localisation cellulaire de pl 07 dans les cellules 
intestinales est très différente. En effet, pl 07 est exprimé au niveau du cytoplasme et du 
noyau, mais un marquage intense au niveau des nucléoles a aussi été observé suggérant un 
rôle distinct pour cette protéine dans les cellules épithéliales intestinales humaines. 
Cependant, cette localisation n'est pas sans précédent puisque pl07 a déjà été localisé au 
niveau des nucléoles dans les cellules de la lutéine granulaire humaine (Green et al., 
2000). pl07 pourrait avoir un rôle dans les nucléoles pendant la différenciation de ces 
cellules en réprimant les ARNr 28S, l 8S et 5/8S. 
La surexpression des facteurs de transcription C/EBP dans les cellules intestinales 
montre que ces protéines sont impliquées dans plusieurs fonctions biologiques comme la 
réponse inflammatoire et notamment la prolifération cellulaire. En effet, la surexpression 
de C/EBPa et de C/EBP~ affecte la prolifération des cellules intestinales IEC-6. Tout 
comme dans plusieurs types cellulaires (Hendricks-Taylor et Darlington, 1995), la 
surexpression de C/EBPa p42 amène un arrêt de prolifération dans les cellules IEC-6. 
Dans le foie, cette inhibition de la prolifération semble dépendante de l'inhibiteur p2 l Cipl 
(Timchenko et al., 1997). Dans les cellules IEC-6 cependant, aucune modulation de 
l'expression de p21 Cipl n'a été observée. n reste que C/EBPa peut toujours inhiber la 
prolifération en absence de p2lcipl (Muller et al., 1999) ce qui suggère que d'autres 
mécanismes sont impliqués dans l'arrêt de prolifération médié par C/EBPa. 
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La surexpression de C/EBP~ LAP module aussi de façon négative la prolifération 
des cellules IEC-6. Les résultats démontrent que les cellules surexprimant cet isoforme 
ont un temps de dédoublement presque deux fois plus long que les cellules contrôles. Le 
rôle de C/EBP~ dans la prolifération cellulaire est assez contradictoire. En effet, C/EBP~ 
joue rôle positif dans la prolifération de plusieurs types cellulaires notamment chez les 
hépatocytes et les kératinocytes (Greenbaum et al., 1998; Zhu et al., 2002; Buck et al., 
1999; Buck et al., 2001). Cependant, dans les cellules d'hépatomes, C/EBP~ inhibe la 
prolifération cellulaire (Buck et al., 1994). Très peu de choses sont connues cependant 
quant aux mécanismes de contrôle de la prolifération par C/EBP~. 
Plusieurs voies de signalisation sont importantes pour la prolifération des cellules 
épithéliales intestinales dont la voie des p42/p44 MAPK (Aliaga et al., 1999). L'analyse 
de la cinétique d'activation de ces protéines montre que l'activation des p42/p44 en 
réponse au sérum n'est pas altérée dans les cellules surexprimant C/EBP~ LAP par 
rapport aux cellules contrôles. L'expression de certaines protéines du cycle cellulaire a 
cependant montré des différences importantes entre les deux populations. L'entrée en 
phase S des cellules normales est caractérisée par une diminution de l'expression de 
p27Kipl ainsi que par une augmentation de l'expression des cyclines D et E (Jones et 
Kazlauskas, 2001). Des cinétiques détaillées de stimulation avec sérum montrent 
clairement que les cellules surexprimant C/EBP~ LAP ont un délai dans la diminution de 
l'expression de p27Kipl. De plus, le niveau d'expression des cyclines D l/D2 et E est plus 
faible dans les cellules surexprimant C/EBPP LAP. Ces différentes modulations 
d'expression de ces protéines du cycle cellulaire ont comme conséquence de retarder 
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l'induction de l'hyperphosphorylation de pRb en réponse au sérum et donc l'entrée en 
phase S. 
Des études ont déjà démontré que C/EBPa peut inhiber l'expression de c-myc via 
un site E2F situé dans le promoteur de c-myc (Johansen et al., 2001). Il semble donc que 
C/EBPa peut contrôler la prolifération en modulant l'activité des facteurs de transcription 
E2F. Des études de co-immunoprécipitation dans les cellules IEC-6 et Caco-2/15 
montrent bien qu'une interaction est observée entre E2F4 et les isoformes a et ~ des 
C/EBP et que ces complexes sont présents sur des séquences E2F. Un tel phénomène 
entre ces facteurs de transcription a d'ailleurs déjà été rapporté. Dans les cellules de foie, 
C/EBPa est présent dans des complexes liant l' ADN à des séquences consensus pour E2F 
et C/EBPa inhibe l'induction du promoteur de la DHFR par les complexes E2F/DP 
(Slomiany et al., 2000). L'inhibition de l'activité transcriptionnelle des facteurs de 
transcription E2F par les C/EBP est aussi un phénomène observé lors de la différenciation 
des préadipocytes. Dans ces cellules, l'expression ectopique de E2F l est capable de 
bloquer l'induction du processus de différenciation induit par C/EBPa (Porse et al., 
2001). L'effet n'est pas seulement spécifique à E2Fl puisque C/EBPa inhibe aussi bien 
la transcription dépendante de E2F4 (Porse et al., 2001). Donc, pendant le processus de 
différenciation adipocytaire, C/EBPa pourrait jouer un rôle parallèle à pRb en inhibant 
l'activité transcriptionnelle des E2F. D'ailleurs, une association entre pRb et les C/EBP 
est observée pendant la différenciation des adipocytes et une telle association favorise le 
processus de différenciation cellulaire (Chen et al., 1996a). La présence de complexes 
C/EBP/E2F pourrait donc altérer la pouvoir de transactivation des facteurs de 
transcription E2F dans les cellules IEC-6 et spécifiquement E2F4 qui joue un rôle très 
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important dans la prolifération des cellules intestinales. Ceci aurait comme résultat une 
diminution dans l'expression de gènes cibles des E2F, comme les cyclines D et E, et ainsi 
ralentir la prolifération cellulaire. 
Peu de choses sont connues concernant la régulation de la prolifération et de la 
différenciation par les C/EBP dans l'épithélium intestinal humain. Il reste cependant que 
C/EBPa est retrouvé au niveau des cellules différenciées de la villosité chez la souris 
adulte et que son expression précède l'apparition de marqueurs de différenciation tels que 
la lactase et la phosphatase alcaline suggérant un rôle dans la régulation de la 
différenciation au niveau de l'épithélium intestinal (Chandrasekaran et Gordon, 1993; 
Montgomery et al., 1997). Il semble en effet que C/EBPa ainsi que C/EBPP LAP 
peuvent jouer un rôle dans la différenciation entérocytaire en induisant un arrêt de 
prolifération nécessaire à l'induction du processus de différenciation. Il n'est cependant 
pas exclu que ces protéines puissent aussi jouer un rôle dans le programme de 
différenciation comme tel. L'association entre pRb et C/EBPa favorise la différenciation 
des préadipocytes en stimulant l'activité du promoteur de l'UCP-1, marqueur de 
différenciation de ces cellules (Chen et al., 1996a). De plus, pendant la différenciation 
des macrophages et des cellules de poumons, l'association entre pRb et 3 isoformes de 
C/EBP (a, p, 8) stimule l'activité transcriptionnelle des C/EBP (Chen et al, 1996b; 
Charles et al, 2001). D'ailleurs, il est bien connu que pRb est impliqué dans la 
différenciation de plusieurs autres types cellulaires dont les cellules musculaires via une 
interaction avec MyoD (Halevy et al., 1995; Skapek et al., 1995). Il serait donc 
intéressant de vérifier l'implication des facteurs de transciption C/EBP, notamment 
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C/EBPa et C/EBP~, dans le contrôle de la différenciation au niveau de l'épithélium 
intestinal et de vérifier l'implication potentielle de pRb et/ou pl30 dans cette régulation. 
Conclusions et Perspectives 
Ces travaux ont permis de mieux comprendre l'implication de plusieurs protéines 
du cycle cellulaire dans le contrôle de la prolifération et de la différenciation des cellules 
épithéliales intestinales. La premier manuscrit démontre clairement le rôle important que 
jouent les inhibiteurs de la famille Cip/Kip (p21, p27 et p57) dans l'initiation et le 
maintien du phénotype intestinal différencié. De plus, un nouveau rôle, autre 
qu'inhibiteur du cycle cellulaire a été identifié pour p27Kipl. En effet, cet l'inhibiteur 
patticipe au processus de différenciation entérocytaire. Des études menées dans notre 
laboratoire démontrent que p27Kipl contrôle l'activité transcriptionnelle de cdx2. Il 
semble effectivement qu'une forte expression de p27Kipl augmente la capacité de liaison 
et la capacité de trasactivation de cdx2. D'autres études seront cependant nécessaires afin 
d'identifier le mécanisme d'action de p27Kipl. Il y a cependant quelques précédents dans 
la littérature. En effet, p57Kip2 module l'activité transcriptionnelle de MyoD de manière 
indépendante de son association avec cdk.2 (Reynaud et al., 2000). Un rôle semblable a 
aussi été démontré pour p27Kipl dans les cellules neuronales où ce dernier peut moduler la 
liaison à l'ADN du facteur de transcription Spl (Wei et al., 2003). 
Le deuxième manuscrit a permis de démontrer que les facteurs de transciption 
E2Fl et E2F4 jouent un rôle très important dans la prolifération des cellules épithéliales 
intestinales et que l'inhibition de leur activité transcriptionnelle est essentielle à la 
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différenciation entérocytaire. Le régulation de l'activité transcriptionnelle de ces deux 
facteurs de transcription est toutefois différente. Alors que l'expression de E2Fl chute 
dans les cellules différenciées, celle de E2F4 reste stable. Un changement de localisation 
cellulaire est plutôt observé et ce changement de localisation est dépendant d'une 
phosphorylation. Quoique la kinase p38 semble une bonne candidate dans la modulation 
de l'état de phosphorylation de E2F4, des études supplémentaires seront nécessaires pour 
déterminer si elle joue un rôle direct ou non dans la modulation de la localisation 
cellulaire de E2F4. Cependant, la présence d'un «docking site» pour p38 dans la 
séquence de E2F4 laisse croire que cette kinase pourrait phosphoryler directement E2F4. 
Des études seront aussi nécessaires pour déterminer le ou les site(s) de phosphorylation 
sur E2F4. De plus, compte tenu du rôle important de ce facteur de transcription dans la 
prolifération des cellules intestinales, il serait intéressant d'effectuer des infections 
adénovirales avec E2F4, E2F4-NLS (ajout d'une séquence NLS à E2F4 de type sauvage) 
et aussi E2F l pour comparer leurs effets sur la prolifération et la différenciation par 
exemple. 
Le dernier manuscrit a permis d'éclaicir le rôle des facteurs de transcription 
C/EBP dans la réponse inflammatoire ainsi que sur la prolifération cellulaire. En effet, 
trois isoformes de C/EBP, soit a, ~ et ù, modulent l'expression de l'haptoglobine en 
réponse à des agents pro-inflammatoires dans les cellules intestinales. Ces facteurs de 
transcription jouent aussi un rôle important dans la prolifération des cellules épithéliales 
intestinales puisque la surexpression de C/EBPa et C/EBPP LAP inhibe ou ralentit la 
progression du cycle cellulaire. Cette modulation de la prolifération semble en grande 
partie due à une association entre ces protéines et les facteurs de transcription E2F. Il 
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serait donc intéressant de déterminer rôle des C/EBP dans le contrôle de l'activité 
transcriptionnelle des E2F en fonction du cycle cellulaire et dans les cellules différenciées 
versus les cellules non-différenciées. Il serait aussi intéressant de déterminer si les C/EBP 
jouent un rôle dans le processus de différenciation entérocytaire via une association avec 
les protéines de la famille Rb. Compte tenu du rôle important des C/EBP dans la 
différenciation des adipocytes, la formation d'un tel complexe pourrait peut-être moduler 
l'expression de marqueurs de différenciation entérocytaire. 
Ces travaux mettent donc en lumière le rôle de plusieurs protéines dans le contrôle 
du cycle cellulaire dans les cellules intestinales épithéliales. Les facteurs de transcription 
E2Fl et E2F4 jouent un rôle très important dans la progression à travers les différente 
phases du cycle alors que les inhibiteurs de la famille Cip/Kip, les protéines de la famille 
Rb ainsi que certaines isoformes de C/EBP peuvent venir contrôler cette progression dans 
le cycle en modulant de façon directe (pRb, C/EBP) ou indirecte (Cip/Kip) l'activité 
transcriptionnelle des facteurs de transciption E2F. 
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